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 De nouveaux modèles cellulaires in vitro par transfert de milieu et par co-
culture ont été mis au point afin d’évaluer la capacité des HDL à éliminer l’excès de 
cholestérol des tissus périphériques et de le transporter vers le foie afin d’être 
excrété par le foie, un processus nommé le transport inverse du cholestérol (TIC).  
 
 Le système cellulaire par transfert in vitro où des macrophages J774 sont 
gorgés de LDL acétylées et marqués au 3H-cholestérol a été préalablement établi 
afin de mesurer par scintillation l’efflux de cholestérol marqué vers le milieu de 
culture contenant des accepteurs de cholestérol. Ce milieu conditionné est transféré 
sur des cellules HepG2 afin d’étudier l’influx du cholestérol marqué. Ce dernier 
nous permet d’observer un transport de cholestérol de 25 % hors des J774 et un 
transport de 39 000 cpm dans les HepG2 en utilisant un milieu contenant 2 % de 
sérums humains mis en commun. Une stimulation des cellules J774 par l’AMPc 
augmente l’efflux et l’influx d’environ 45 %.  
 
 Des tests de preuve de concept ont été effectués sur le système cellulaire par 
co-culture qui utilise des chambres de Boyden où les J774 sont localisées au fond 
d’un puits et les HepG2 dans un insert, et où le milieu est partagé entre les deux 
types cellulaires. On a déterminé qu’une confluence densité de 60 000 cellules/cm2 
sur un insert constitué d’une membrane de polyester avec des pores de 3,0 m, sans 
autre revêtement, permet d’observer un influx spécifique au sérum d’environ 6 000 
cpm associés aux cellules HepG2, où 50 % des comptes radioactifs sont dans les 
cellules et l’autre moitié présente à la surface cellulaire. 
 
 





 To assess the ability of HDL particles to remove excess cholesterol from 
peripheral tissues and to transport it toward the liver for biliary excretion, a process 
known as reverse cholesterol transport (RCT), new in vitro models, one by transfer 
and the other by co-culture were developed.  
 
 An in vitro system by transfer with acetylated LDL loaded lipid-laden-foam 
cells, J774 cells, labeled with 3H-cholesterol was first established to measure 
scintillation labelled cholesterol efflux to the culture medium containing cholesterol 
acceptors. This conditioned medium is transferred to HepG2 cells to study the influx 
of labeled cholesterol. This allows us to observe a cholesterol transport of 25 % out 
of J774 cells and an uptake of 39 000 cpm in HepG2 using a medium containing 
2 % pooled human serum. Stimulation of J774 cells by cAMP increased cholesterol 
efflux from J774 and cholesterol influx in HepG2 cells by 45 %. 
 
 Set up tests were conducted to develop an in vitro co-culture system, using 
transwells permeable supports, where J774 cells were harvested in wells and HepG2 
cells in inserts, and where both share the same medium. It was determined that a cell 
confluency of 60 000 cells/cm2 in an insert having a polyester membrane with pores 
of 3.0 m, without coating allows to notice a serum specific influx around 6 000 
cpm associated to HepG2, where 50 % of those cpm are in the cell and the other 
half, present at the HepG2 cell surface. 
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 L’impact majeur que démontrent les maladies cardiovasculaires (MCV) sur le 
taux de mortalité et de morbidité est l’une des principales raisons pour lesquelles 
l’intérêt visant à comprendre les facteurs ainsi que les mécanismes menant à leur 
apparition est soutenu depuis plusieurs décennies.  
 
1. Les prédispositions à développer des MCV 
1.1. Épidémiologie 
 Selon l’American Heart Association (AHA), en 2009, les MCV sont la cause 
principale de mortalité dans les pays industrialisés, et comptent pour 35 % de tous 
les décès 1 soit une prévalence plus élevée que celle obtenue pour le cancer, une 
autre cause de mortalité majeure. Ces statistiques alarmantes devraient sensibiliser 
la population à des habitudes de vie plus saines et équilibrées. En effet, le 
développement des MCV est influencé par plusieurs facteurs de risque qui sont 
classifiés en deux catégories : les facteurs de risque non-modifiable et modifiable.  
 
 La catégorie des facteurs de risque non-modifiable inclut entre autres l’âge, le 
sexe et la race. Le risque de mortalité dû aux MCV augmente avec l’âge. En 2005, 
32 % des décès reliés aux MCV se sont produits avant l’âge de 75 ans.1 Dans la 
même optique, il est démontré que le sexe est une variable à considérer lorsqu’il est 
question des MCV. Il est démontré que les hommes sont plus susceptibles de 
développer des MCV que les femmes; soit des statistiques montrant que 40 % 
d’hommes sont atteints de MCV contre 30 % chez les femmes.2 De plus, les 
événements pronostiques de ces maladies se distinguent aussi selon le sexe. Par 
exemple, il est plus commun que l’angine de poitrine chez les femmes soit la 
première manifestation d’une MCV, tandis que chez le sexe opposé, l’infarctus du 
myocarde (IM) est plus fréquent.3 Le nombre de décès causés par les MCV peut 
aussi varier selon la race d’un individu. Les personnes à la peau claire sont la 
2 
fraction de la population la plus atteinte de MCV, et ce depuis 2009.4,5 Cependant, 
les gens aux traits négroïdes ont une probabilité beaucoup plus élevée que celle 
observée chez les gens de couleur blanche de développer une MCV puisque les 
personnes noires cumulent fréquemment à leur actif deux ou plusieurs facteurs de 
risquecardiovasculaire tels que l’hypertension, l’obésité, le syndrome métabolique 
et le manque d’activité physique.6 Malgré l’effet cumulatif des facteurs de risque 
chez les gens noirs, les caucasiens se classent comme étant la race la plus vulnérable 
aux maladies cardiovasculaires.  
 
 En ce qui a trait à la catégorie des facteurs de risque modifiables, celle-ci est 
influencée par l’individu même qui possède un certain contrôle sur les probabilités 
d’encourir les MCV. Ces facteurs de risque incluent des paramètres de la santé 
physique soit une haute pression artérielle, une mauvaise alimentation menant à 
l’obésité et l’embonpoint, à l’utilisation de tabac, à une inactivité physique et un 
profil lipidique anormal. Une haute pression artérielle est caractérisée comme étant 
une augmentation de la pression du sang contre les vaisseaux sanguins, ce qui fait 
augmenter la charge de travail du cœur de manière anormale. L’hypertension est 
définie comme une pression artérielle systolique (pression lors de la contraction du 
muscle cardiaque) au-dessus de 140 mm Hg et une pression artérielle diastolique 
(pression lors de la relaxation du muscle cardiaque) au dessus de 90 mm Hg.7 Une 
diminution de la pression sanguine de 10 mm Hg est associée à une baisse de 30-
40 % du risque d’encourir un accident cérébro-vasculaire (ACV).8 De plus, une 
saine alimentation riche en fruits et légumes, pauvre en gras animal et en produits 
laitiers gras et une consommation en alcool modérée vise une diminution du risque 
de développer une MCV.9 L'utilisation de tabac est aussi l’un des facteurs 
environnementaux ayant la plus grande contribution dans le développement de 
MCV et est associée à un risque de décès deux fois plus élevé que la normale.10 Par 
ailleurs, le manque d’activité physique est considéré comme un facteur de risque 
puisque la sédentarité influe sur la fonction endothéliale des vaisseaux sanguins, en 
diminuant la production d’oxyde nitrique (NO), ce qui résulte en une 
vasoconstriction des vaisseaux et peut mener à une dysfonction endothéliale face 
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aux distensions des vaisseaux créées par la tension artérielle, un élément instigateur 
de MCV. Dans une étude établissant la relation entre l’activité physique et le risque 
de développer un ACV, des personnes modérément actives ou hautement actives 
diminuaient de 20 % et 27 %, respectivement, leur risque d’encourir un ACV 
comparé à des personnes inactives.11  
 
 En ce qui a trait au profil lipidique, l’AHA a tracé des lignes directrices 
permettant d’établir des seuils normaux à observer pour le niveau sanguin de 
cholestérol. En effet, le niveau de cholestérol total plasmatique (TC) doit être 
inférieur à 5,2 mM (200 mg/dL). Afin de diminuer le risque de développer une 
MCV, le niveau de cholestérol lié aux LDL (low density lipoprotein) plasmatiques 
doit être inférieur à 3,6 mM (160 mg/dL). Un niveau élevé de LDL-cholestérol 
(LDL-C) est le facteur de risque principal d’une MCV primaire et semble nécessaire 
au développement de l’athérosclérose.12 De plus, le niveau de cholestérol retrouvé 
dans les HDL (high density lipoprotein) doit être supérieur à 1,0 mM (40 mg/dL) 
chez les hommes et 1,3 mM (50 mg/dL) chez les femmes puisqu’une corrélation 
inversement proportionnelle avec le risque d’encourir une MCV a été observée.13 Et 
pour terminer, le seuil normal de triglycérides (TG) sanguins doit être inférieur à 
1,7 mM (150 mg/dL). Les hauts niveaux de TG plasmatiques sont associés au 




 Dans la majorité des MCV, les facteurs environnementaux aussi bien que 
génétiques augmentent considérablement la propension aux maladies 
cardiovasculaire. En effet, les anormalités (mutations) et les variations 
(polymorphismes) dans certains gènes occasionnent un risque accru d’être atteint 
d’une MCV. Les facteurs héréditaires comptent pour 30-60 % des variations inter-
individuelles impliquées dans les risques de maladies coronariennes 
athérosclérotiques (MCAS).16  
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 Dans une étude d’association pangénomique (GWAS) pour les MCAS, 
certains gènes ont des allèles de risque qui sont associées à des augmentations entre 
6 et 17 % du risque de développer une MCAS.17 Des régions géniques incluant le 
gène LDLR (gène du récepteur de LDL) et le gène LPA (gène de la Lp (a)) sont 
significativement corrélées avec le risque d’encourir une MCAS.17 Des maladies 
causées par des défauts (mutations) de gènes codants tels que l’apolipoprotéine B-
100 (apoB-100),18 l’apolipoprotéine E (apoE)19, l’apolipoprotéine (a) (apo(a))20 et 
certaines maladies comme les hypercholestérolémies21 (décrite ultérieurement) sont 
des exemples que l’aspect génétique ne peut être exclus pour établir l’origine des 
MCV. Par exemple, l’apoE est une apolipoprotéine ayant un rôle crucial dans le 
métabolisme des lipides puisqu’elle agit comme ligand pour une variété de 
récepteurs à la surface cellulaire tels que le rLDL, la protéine apparentée au 
récepteur de LDL (LRP) et le récepteur de VLDL (rVLDL).19  
 
 L’apoE possède 3 isoformes : apoE2, apoE3 et apoE4. L’apoE3 est l’isoforme 
normale impliquée dans le métabolisme lipidique tandis que les isoformes22 E2 et 
E4, proviennent de variants du gène APOE (gène de l’apoE).23 La fréquence 
approximative dans la population de E2, E3, E4 est de 10 %, 75 % et 15 %, 
respectivement.22 Or, ces trois derniers polymorphismes ont démontré des impacts 
différents sur le niveau sanguin d’apoE, de cholestérol total (TC) et LDL-C.24 En 
effet, les individus portant l’allèle E4 sont plus à risque de développer une MCV, 
puisqu’ils possèdent des niveaux moins élevés d’apoE, qui généralement aide à la 
clairance des lipoprotéines contenant l’apoB et donc des niveaux plus élevés de TC 
et de LDL-C sont observés. ApoE4 est donc un facteur de risque génétique 
augmentant la prédisposition aux MCV.25  
 
 Finalement, une mutation dans le gène de l’apo (a) engendre aussi des 
répercussions importantes sur le risque de développer une MCV. En effet, le gène 
de l’apo (a) est associé à la lipoprotéine (a) (Lp (a)), dont la concentration 
plasmatique élevée est fortement corrélée au développement d’une MCV.26 Les 
niveaux plasmatiques de Lp (a) sont largement déterminés par la composante 
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génique de l’apo (a). Un polymorphisme du domaine Kringle IV de type 2 dans le 
gène de l’apo (a) résulte en une variation de 2 à 40 répétitions (de chaque allèle) qui 
est associée inversement au niveau de Lp (a) sanguin.27 Le nombre de répétitions 
dans ce polymorphisme explique jusqu’à 21-27 % de la variation du niveau 
plasmatique du Lp (a).28 De plus, un polymorphisme d’un seul nucléotide (SNP) a 
été identifié dans le gène de l’apo (a), soit le variant I4399M et celui-ci est 
fortement associé au développement de l’athérosclérose sévère.29  
2. Athérosclérose
 En dépit de tous ces facteurs de risques, ceux qui suscitent le plus grand 
intérêt sont en lien avec les dyslipidémies. Plusieurs ont tenté d’élucider en 
profondeur la relation entre le développement de maladies cardiovasculaires et le 
métabolisme des lipides, facteur qui interagit étroitement avec le risque 
cardiovasculaire.  
 
 L’une des maladies des vaisseaux la plus répandue en lien avec ces 
dyslipidémies est l’athérosclérose. Cette maladie complexe se caractéristique de 
manière générale comme étant une maladie inflammatoire chronique des artères, qui 
est fréquemment associée à une hyperlipidémie et initiée par l’infiltration et 
l’accumulation lipidique dans les parois des vaisseaux sanguins, résultant 
finalement en une sténose (rétrécissement du vaisseau dû à une occlusion partielle) 
ou à une thrombose (occlusion complète) artérielle. En effet, cette maladie se 
développe de manière silencieuse, puisqu’elle demeure asymptomatique durant les 
phases initiales de son développement. Elle se déploie généralement vers la fin de 
l’adolescence et suit son cours durant l’âge adulte avant que des signes cliniques ne 
se manifestent vers le début de la quarantaine.30  
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2.1. Hypothèses supportant le développement de l’athérosclérose 
2.1.1. Cholestérol et TG circulants 
 Le cholestérol est un lipide qui est majoritairement fabriqué par l’organisme. 
La synthèse du cholestérol débute dans le cytoplasme du réticulum endoplasmique 
(RE) lisse des cellules du foie et de l’intestin. Près de 75 % du cholestérol est 
synthétisé dans le foie tandis que le 25 % restant provient de l’alimentation. Le 
cholestérol est un lipide essentiel au bon fonctionnement des cellules de notre corps, 
puisqu’il est impliqué dans la création des membranes cellulaires, il est le 
précurseur de toutes les hormones stéroïdiennes du corps, il permet la production de 
sels biliaires qui assurent une bonne digestion par la fragmentation et l’émulsion des 
lipides ingérés dans l’alimentation et il est indispensable dans la fabrication de la 
vitamine D, qui est nécessaire pour l’incorporation du calcium dans les os.  
 
 En ce qui a trait aux TG, leur synthèse est aussi associée au RE où une 
réaction entre 3 acides gras et du L-glycérol initie leur fabrication dans le foie. Les 
cellules peuvent donc synthétiser leur propre cholestérol ou peuvent le prendre 
d’une source externe, l’alimentation. 
 
 Le cholestérol est transporté vers ses différentes destinations dans le corps 
sous sa forme transportable, les lipoprotéines. Les lipoprotéines permettent le 
transport du cholestérol à travers l’organisme grâce à des composantes protéiques 
soient des apolipoprotéines qui confèrent au cholestérol une solubilité dans le sang. 
Un niveau sanguin élevé de cholestérol est associé au développement de pathologies 
vasculaires comme l’athérosclérose.31 Dans le cas échéant où le seuil normal de TC 
établi (mentionné plut haut) est dépassé, celui-ci peut faire doubler, voir même 
tripler le risque de MCAS. En effet, la génération (décrite ultérieurement) de 
différents types de lipoprotéines influence grandement le niveau de TC sanguin et 
hausse le risque de mortalité.32  
 
 Trois changements dans ce profil lipidique sanguin sont responsables de ce 
potentiel élevé de risques cardiovasculaire, soit 1) l’augmentation des résidus de 
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lipoprotéines riches en TG, 2) la création de petites LDL denses et 3) la diminution 
de HDL-C.32  
 
 Après la prise d’un repas, les lipides ingérés lors de l’alimentation initient la 
création des lipoprotéines riches en TG avec l’aide de lipases plasmatiques telle que 
la lipase lipoprotéique (LPL), qui est principalement responsable de leur 
catabolisme. Une résistance des lipoprotéines provenant de la voie endogène peut 
être observée ainsi qu’un ralentissement de leur clairance hépatique.33-35 Cette 
accumulation perturbe donc le niveau de TC sanguin puisque le séjour prolongé de 
ces lipoprotéines dans le sang permet tout d’abord, un enrichissement plus 
important en TG de celles-ci et ensuite un enrichissement en cholestérol par l’action 
de la CETP (Cholesteryl ester transfer protein), entrainant la formation de petites 
LDL denses. Par conséquent, la création de petites particules de LDL denses à partir 
des lipoprotéines riches en TG est souvent incluse dans la description d’un profil 
lipoprotéique athérogène et associée à une augmentation du risque de développer 
une MCAS.36-38  
 
 Ce profil athérogène des LDL denses est fondé sur leur grande susceptibilité à 
subir des modifications oxydatives et à posséder une grande affinité pour les 
protéoglycanes artérielles, ainsi que sur leur efficacité à s’infiltrer aisément dans la 
paroi artérielle.39-41 Par ailleurs, une augmentation de lipoprotéines riches en TG est 
fréquemment associée à une diminution des particules antiathérogènes, les HDL, 
principalement les particules HDL2 via l’activité d’une lipase plasmatique qui initie 
son catabolisme vers une forme moins mature soit les particules HDL3.42,43 
(Précision apportée à la section 3.2) La relation partagée de ces trois changements 
du profil lipidique sanguin contribue de manière importante au risque de développer 
une MCAS.  
 
2.1.1.1. Les hypercholestérolémies 
 En référence à l’athérosclérose et son lien étroit avec le métabolisme des 
lipides, certains types d’hyperlipidémies ont une origine génétique bien définie. Ces 
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hyperlipidémies augmentent de façon marquée le risque de développer 
l’athérosclérose puisqu’elles se caractérisent par une accumulation anormale de 
lipoprotéines chargées en cholestérol dans le plasma due à des mutations dans les 
gènes impliquées dans la régulation des taux de cholestérol et/ou des triglycérides 
plasmatiques. Les hypercholestérolémies font partie de ces hyperlipidémies.  
 
 Les différentes formes d’hypercholestérolémies ayant des mutations 
dominantes sont l’hypercholestérolémie familiale (FH), l’hypercholestérolémie 
familiale liée à l’apoB-100 défective (FDB-100) et l’hypercholestérolémie liée au 
gène PCSK9 (proprotein convertase subtilisin-like, kexin type 9).  
 
 L’hypercholestérolémie familiale (FH) est la forme d’hypercholestérolémie la 
plus fréquente de trois connues. Elle est causée par une mutation autosomale dans le 
gène du rLDL, où un (hétérozygote) ou deux (homozygote) allèles sont affectés 
d’une mutation à effet co-dominant.21 Elle atteint près d’une personne sur cinq cent, 
pour les patients hétérozygotes qui possèdent un niveau de TC s’échelonnant entre 
350 et 550 mg/dL, ce qui est au-dessus du seuil normal (200 mg/dL).44 Si ces 
patients ne sont pas traités, 50 % des hommes atteints vont subir un infarctus du 
myocarde avant l’âge de 50 ans, tandis que 30 % des femmes atteintes le 
développeront avant l’âge de 60 ans.45 Dans le cas où les deux allèles sont affectés, 
le niveau de TC triple et atteint un niveau entre 650 et 1000 mg/dL.44 Cependant, la 
probabilité de posséder un profil homozygote pour cette mutation est plus faible, 
soit une chance sur un million.44  
 
 Cinq classes d’effets des mutations du rLDL sont possibles pour expliquer 
cette hypercholestérolémie. La première se caractérise par une absence totale de la 
protéine du récepteur à la surface membranaire.46 Le deuxième type se traduit plutôt 
par une présence du rLDL à la surface cellulaire, mais par une incapacité à lier la 
particule LDL.46 Le troisième type de mutation diffère du deuxième type par sa 
capacité de liaison avec la LDL, puisqu’une affinité limitée du rLDL est observée.46 
Seul ce type de mutation peut être compensé par des agents thérapeutiques tels les 
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inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) réductase, 
les statines qui, en diminuant la synthèse du cholestérol cellulaire, vont augmenter 
la synthèse de rLDL par des voies intrinsèques afin d’en augmenter le nombre à la 
surface cellulaire et de hausser la clairance du cholestérol plasmatique.47 L’avant-
dernier type de mutation se manifeste par l’incapacité du rLDL et son ligand d’être 
internalisé dans la cellule, une fois la liaison formée.46 Le dernier type, lui, permet 
la séquestration complète de la particule LDL circulante mais le rLDL ne peut être 
recyclé vers la surface cellulaire, une fois le transport accompli vers les 
lysosomes.46 Ces modifications géniques occasionnent donc une perte d’activité de 
ce récepteur, menant à une accumulation considérable des particules LDL et 
réduisant la séquestration de ces lipoprotéines de la circulation sanguine.48 De plus, 
cette accumulation initie l’augmentation de la conversion des IDL (intermediate 
density lipoprotein) vers celles des particules LDL, haussant d’autant plus le niveau 
plasmatique de cholestérol.49  
 
 Plusieurs mutations peuvent causer une autre forme d’hypercholestérolémie, 
cette fois, associée au gène de l’apoB. Ceci génère des anormalités du niveau de 
cholestérol sanguin et est défini comme étant la FBD. Une de ces mutations se 
caractérise par le changement de l’acide aminé glutamine en arginine dans le codon 
3 500 du gène de l’apoB.50 Cette mutation touche une personne sur six cent et altère 
la liaison entre le rLDL et la particule LDL contenant l’apoB défective.51 Ceci 
résulte en une augmentation du niveau de LDL-C au-dessus du seuil normal de 
LDL-C établie par l’AHA et accroît le risque de développer l’athérosclérose.18  
 
 De plus, une autre hypercholestérolémie qui module le développement de 
l’athérosclérose, est celle impliquant des mutations faux-sens dans le gène PCSK9, 
une protéine régulatrice du rLDL.52 Ces altérations dans la protéine PCSK9 
comptent pour 12,5 % des maladies hypercholestérolémiantes autosomales.53 En 
effet, des mutations telles que la substitution d’une sérine en position 127 par une 
arginine (S127R) ou la substitution de l’acide aspartique en position 374 par une 
tyrosine (D374Y) confèrent un gain de fonction à la protéine PCSK9.53 S127R et 
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D374Y sont les mutations les plus fréquentes dans la protéine PCSK9 quant à la 
diminution du nombre de rLDL présent à la surface hépatique de manière.54,55 Ces 
mutations sont donc grandement associées avec le développement précoce de 
l’athérosclérose. Une combinaison de ces deux mutations résulte en un effet additif 
qui augmente de 70 fois la fonction de la protéine PCSK9 in vitro.52  
 
 Les hypercholestérolémies introduisent donc un risque accru de développer 
l’athérosclérose. 
 
2.1.2.  L’inflammation et le stress oxydatif 
 D’autres marqueurs sanguins sont aussi utilisés pour estimer le risque de 
MCV et de MCAS, en lien avec l’inflammation et le stress oxydatif.  
 
 Des études ont rapporté que les niveaux sanguins de la protéine C réactive 
(CRP), une protéine impliquée dans la réponse inflammatoire dû à sa participation 
dans l’activation du complément, sont fortement corrélés à une augmentation du 
risque de développer un IM.56 La CRP est aussi un marqueur du risque 
cardiovasculaire chez des patients atteints d’angine de poitrine stable et instable.57,58  
 
 De plus, une concentration plasmatique élevée d’homocystéine, un acide 
aminé produit lors d’une carence en vitamine B, est aussi associée à un plus grand 
risque de développer les MCAS.59  
 
 Ainsi, on considère maintenant les marqueurs d’inflammation comme étant 
des compléments judicieux à considérer pour l’évaluation du risque de développer 
des maladies coronariennes sévères.  
 
 En ce qui a trait au stress oxydatif, son implication dans l’athérogénèse se 
manifeste par la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). La 
surproduction de ROS ou la suractivation des enzymes impliquées dans la 
production de ROS jouent un rôle critique dans l’initiation de la pathologie.60 Ces 
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ROS peuvent être générées entre autres par la respiration mitochondriale, par la 
synthase d’oxyde nitrique de l’endothélium (eNOS) ou par l’action de la NAD(P)H 
oxydase.61 L’expression et l’activité de cette dernière est augmentée en condition 
pathologique par de nombreux stimuli impliqués dans l’athérosclérose, soit 
l’hypercholestérolémie, un flux sanguin perturbé, l’étirement du vaisseau et/ou les 
cytokines inflammatoires.61 Ceci résulte en une production accrue des anions 
superoxydes, qui corrèle avec la sévérité de l’athérosclérose.62  
 
2.2. Apparition et développement de l’athérosclérose 
 La liste de facteurs de risque de l’athérosclérose est longue, mais un ou une 
combinaison des facteurs menant à une dyslipidémie va conduire à la formation de 
plaques athéromateuses sur les parois artérielles, une caractéristique essentielle de la 
maladie. Comme mentionné ci-haut, l’athérosclérose se développe sur une échelle 
temporelle assez longue. En conséquence, différentes stades de la maladie ont été 
observés et permettent d’établir la progression et la sévérité de cette MCAS.  
 
2.2.1. Dysfonction endothéliale 
 L’endothélium vasculaire est une couche cellulaire assurant d’ordinaire la 
protection des vaisseaux sanguins. Les cellules endothéliales (EC) sont les 
régulateurs principaux de l’homéostasie vasculaire, interagissant d’un côté avec les 
différentes composantes du sang et les cellules composant les parois artérielles de 
l’autre côté.63 Cette barrière sélective assure l’échange de molécules entre les tissus 
et le sang et régule le tonus vasculaire, en générant des facteurs tels que le NO.63  
 
 Cependant, lorsqu’un dommage à l’endothélium se déclare, la perte de 
fonction des EC est le déclencheur central dans l’initiation de l’athérogénèse.64 
Celle-ci prend naissance habituellement aux embranchements vasculaires où le flux 
sanguin laminaire est perturbé (turbulent). Ce dysfonctionnement endothélial amène 
une cascade de réponses biologiques sur les nombreux paramètres que les EC 
régulent normalement.  
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 Premièrement, le dommage fait aux EC freine la production de NO, un 
vasodilatateur des vaisseaux. Cette inhibition mène à une vasoconstriction ayant 
pour conséquence le ralentissement du débit sanguin à ce niveau et permettant aux 
cellules appropriées d’adhérer au site de la lésion afin d’entamer les processus de 
réparation. De plus, la diminution du NO rétroinhibe sa propre action sur 
l’endothélium.64  
 
 L’endothélium peut donc exercer une de ses fonctions qui consiste à relâcher 
des cytokines et à stimuler l’expression des molécules d’adhésion à la surface 
cellulaire65 afin de recruter des monocytes et des lymphocytes T. Les molécules 
d’adhésion exprimées par les EC activées sont celles impliquées dans le 
commencement d’une réponse inflammatoire telle que les sélectines plaquettaires 
(P-sélectine), les sélectines endothéliales (E-sélectine), les molécules d’adhésion 
intercellulaire-1 (ICAM-1) ainsi que les molécules d’adhésion cellulaire vasculaire -
1 (VCAM-1) qui ont pour rôle de reconnaître les leucocytes dans la circulation 
sanguine ralentie et d’initier le roulement des leucocytes à la surface endothéliale. 
La diapédèse est un processus qui permet l’infiltration des leucocytes entre deux 
EC, soit par les jonctions intercellulaires dissociées, et qui favorise l’entrée de ces 
leucocytes dans l’espace sous-endothélial du vaisseau endommagé.66 (Figure 1 A, p. 
16) Cette migration active le relâchement de cytokines tel que le facteur de nécrose 
tumorale  (TNF-) et l’interleukine-1 (IL-1) et permet le recrutement de 
plusieurs autres leucocytes vers le site de la lésion. Or, ces cytokines sont des 
effecteurs qui perturbent la balance réduction-oxydation (redox) en favorisant 
l’oxydation. Le TNF- et IL-1 sont donc aussi des marqueurs du stress oxydatif. 
Ce stress oxydatif alimente de plus belle le dysfonctionnement de la couche 
endothéliale, puisqu’elle l’expose à des radicaux libres toxiques tels que le peroxyde 
d’hydrogène (H2O2) et l’anion superoxyde (O2-).  
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2.2.2. Formation des stries lipidiques 
 Un vaisseau sanguin est composé de trois couches.67 Premièrement, il y a 
l’adventice, une couche externe faite de tissus conjonctifs contenant les vasa 
vasorum, des petits vaisseaux qui alimentent les parois vasculaires. Ensuite, on 
retrouve une couche moyenne, la média, qui est composée de cellules musculaires 
lisses et de fibres élastiques, qui modulent le tonus vasculaire. La dernière couche 
interne présente dans la structure d’un vaisseau sanguin est l’intima, qui est une 
membrane élastique faite d’une mince couche de tissus conjonctif et d’endothélium, 
qui forme une barrière de protection entre le sang et la paroi artérielle et qui assure 
aussi l’entrée de nutriments.68 Les lésions athéromateuses débutent généralement 
dans l’intima69 et affectent progressivement la paroi artérielle entière jusqu’à la 
média et l’adventice lorsqu’elles demeurent non traitées.  
 
 L’étape initiatrice du développement de cette MCAS est liée à l’entrée de 
particules LDL dans l’intima.70 La formation de ROS est d’autant plus importante 
puisqu’elle est impliquée dans le prochain stade de l’athérosclérose en initiant la 
formation de lipoprotéines modifiées.  
 
 En condition normale, les lipoprotéines présentes dans la circulation sanguine 
plus particulièrement les particules LDL et HDL peuvent traverser la membrane 
endothéliale par la face luminale et pénétrer l’espace sous-intimal afin d’échanger 
avec les EC. Ceci fait, elles ressortent vers la lumière du vaisseau et poursuivent 
leur route dans la circulation sanguine.  
 
 En condition pathologique, les facteurs hémodynamiques changent et 
modifient la perméabilité de l’endothélium.71 Celle-ci est fortement corrélée avec la 
localisation ou le développement des plaques athéromateuses.72 En effet, cette 
perméabilité acquise de l’endothélium est associée à des jonctions étanches entre les 
EC. Ceci crée alors un différentiel de pression à travers la couche endothéliale73 et 
favorise le transport de LDL par diffusion et/ou par formation de vésicules dans un 
processus de transcytose. Environ 90 % du transport des LDL se fait par diffusion et 
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environ 10 % se fait par transcytose.74 L’infiltration de LDL se fait donc au travers 
d’une zone d’EC où le roulement cellulaire est augmenté.74 Vu l’excès de 
cholestérol sanguin, cette diffusion est accentuée à l’interface entre le sang et la 
paroi artérielle. Le niveau d’entrée de particules LDL dans le segment de la paroi 
artérielle dépasse ainsi le taux d’évacuation.75  
 
 Deux théories différentes sont proposées afin de décrire le déroulement des 
événements. La première, soit «la réponse à la lésion» 76 mène à la migration de 
monocytes au site lésionnel suivie de l’entrée des particules LDL dans l’espace 
sous-intimal. La deuxième théorie soit «la réponse à la rétention» 77 implique la 
migration des particules LDL entre les EC suivi de leur emprisonnement dans 
l’espace sous-intimal. Cette rétention promeut la formation d’agrégats associés à des 
molécules de protéoglycannes de la paroi des vaisseaux, stimulée par l’action de la 
sphingomyélinase, elle-même sécrétée par les cellules musculaires lisses.78 La 
présence de ROS dans l’espace sous-intimal mène à des modifications sur les 
particules LDL dans les deux propositions. En effet, l’oxydation induite par le TNF-
 et l’IL-1 modifie les acides gras polyinsaturés composant la LDL, et altère sa 
charge de surface. Ces LDL oxydées (oxLDL) induisent par la suite l’activation des 
cellules endothéliales afin de maintenir le recrutement des cellules inflammatoires 
au site de la lésion. 
 
 De plus, les oxLDL induisent la sécrétion de protéines chimiotactiques tels 
que la protéine chimiotactique des monocytes (MCP-1) et le facteur de stimulation 
de colonies de macrophage (MCSF-1).79 Le premier recrute des monocytes au site 
lésionnel et le deuxième permet à ceux-ci de se différencier en macrophages afin 
d’ingérer les particules LDL modifiées. Ces macrophages emmagasinent par 
endocytose le cholestérol extracellulaire par la reconnaissance des LDL oxydées par 
des récepteurs d’épuration présents sur la surface cellulaire des macrophages. Les 
récepteurs d’épuration de classe A (SR-A) et de classe B (CD36) voient leur 
expression augmentée par leur ligand.80  
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 Les SR-A possèdent 6 domaines structuraux et le cinquième domaine est celui 
qui est responsable de la liaison avec le ligand.81 La structure du récepteur CD36 
diffère de celle des SR-A, puisqu’il possède deux domaines transmembranaires et 
plusieurs cystéines dans les parties N- et C-terminales du domaine cytoplasmique.82 
Les deux classes de récepteurs d’épuration sont présentes sur les cellules hépatiques 
de Kupffer, sur les macrophages et les cellules spumeuses, mais seul le CD36 peut 
aussi se retrouver sur les cellules des tissus stéroïdogéniques.82  
 
 Ce gorgement intracellulaire de cholestérol dans les macrophages se fait sous 
la forme de cholestérol estérifié (CE), vu la riche teneur en CE des particules 
LDL.79 Le CE excédentaire forme des gouttelettes lipidiques dans les macrophages, 
soit dans un compartiment relié au RE. Ces vésicules de cholestérol changent 
morphologiquement les macrophages en cellules spumeuses. L’accumulation de ces 
cellules spumeuses dans la paroi artérielle occasionne la formation de stries 




Figure 1: Les quatre phases du développement de l’athérosclérose. 
Adapté de Ross, R. 199984 
A : Dysfonction endothéliale, B : Formation de stries lipidiques, C : Lésion 
compliquée et D : Plaque instable 
 
 De plus, les oxLDL stimulent aussi les cellules musculaires lisses vasculaires 
en augmentant l’expression du récepteur de LDL oxydées de type lectine 1 (LOX-
1), favorisant ainsi la captation de particules LDL modifiées qui contribuent à la 
formation de cellules spumeuses.85 Ce récepteur fait partie des récepteurs 
d’épuration de classe E.82 Ce récepteur se retrouve aussi sur les EC vasculaires, sur 
les cellules musculaires lisses (SMC), sur les macrophages et peut lier les oxLDL 
mais aussi des cellules apoptotiques et des globules rouges âgés.82  
 
 Néanmoins, la phase de stries lipidiques demeure toujours asymptomatique. 
Cette phase est réversible85,86 mais si des processus pour freiner l’accumulation de 
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macrophages dans l’espace sous-intimal ne sont pas enclenchés, la progression des 
stries lipidiques peut engendrer des événements chroniques au cours des années. 
 
2.2.3. La lésion compliquée 
 Une accumulation continue de LDL oxydées par les macrophages favorise la 
progression de la lésion athéromateuse. Si une alternative pour amoindrir 
l’accumulation de cholestérol n’est pas offerte, les macrophages continuent à 
emmagasiner du cholestérol de la façon déjà décrite jusqu’à l’atteinte de leurs 
limites intracellulaires. Cette entrée massive de cholestérol résulte en une 
accumulation du cholestérol sous une forme cristalline et occasionne l’initiation du 
processus de mort cellulaire.87  
 
 À ce stade, un processus d’efférocytose, processus de phagocytose de cellules 
mortes par des macrophages voisins, déclenche des signaux anti-inflammatoires, 
soit la sécrétion de l’interleukine-10 (IL-10) et du facteur de croissance transformant 
 (TGF-) qui inhibent la réponse de mort cellulaire des cellules spumeuses afin de 
préserver leur intégrité.88 La surexpression de LOX-1 via les oxLDL stimule aussi la 
migration et la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires de la couche 
média vers l’intima.89 Celles-ci permettent la formation d’une matrice 
extracellulaire constituée de collagène et de fibronectine, impliquée dans la 
fabrication d’une chape fibreuse.  
 
 Cette chape permet de stabiliser la progression des stries lipidiques, soit de 
contenir la prolifération cellulaire et l’accumulation de lipides faites par les 
macrophages. Elle se forme sur la zone riche en lipides mais aussi sous 
l’endothélium à l’interface du sang. Ceci caractérise la plaque athéromateuse 
naissante. Néanmoins, le noyau lipidique de la plaque accumule des macrophages 
spumeux et connaît un accroissement de son volume. Ceci déforme progressivement 
l’architecture normale de l’intima jusqu’à une éventuelle rupture complète. Dans un 
stade plus avancé, le noyau lipidique occupe plus de 30-50 % du volume de la paroi 
artérielle.83 (Figure 1 C, p.16) 
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 La plaque continuant à prendre de l’expansion amène sous peu la distorsion de 
la media et même de l’adventice du vaisseau. Le développement de la plaque par 
l’accumulation de CE dans le noyau lipidique, commence à obstruer la lumière du 
vaisseau, ce qui a pour conséquence de réduire l’apport sanguin à cette zone et met 
le vaisseau et le tissu environnant en condition d’ischémie. Ceci amène aussi une 
augmentation des forces de cisaillement sur la plaque et un affaiblissement de la 
chape fibreuse qui se veut une barrière physique entre le sang circulant et le noyau 
lipidique.  
 
 La pression créée par le sang, vu le flot sanguin inchangé et l’étroitesse du 
vaisseau, engendre l’écroulement des processus de protection et se manifeste par la 
diminution d’efferocytose et de la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires. En 
effet, le processus de nécrose cellulaire dans le noyau lipidique prend de 
l’expansion.76  
2.2.4. La plaque instable 
 Le passage d’une lésion compliquée à une plaque instable se fait par le début 
de dégradation de la chape protectrice par des enzymes de la famille des 
métalloprotéinases de la matrice (MMP) qui sont produites par les cellules 
endothéliales et musculaires lisses vasculaires sous l’influence de cytokines comme 
le TNF-, l’IL-1 et l’IL-18.90 Ce stade est donc caractérisé par l’amincissement de 
la chape fibreuse.  
 
 Une déstabilisation de la plaque est alors observée, induite par la création de 
fissures, de failles dans la chape fibreuse et au déclenchement de l’inhibition de la 
production de tissu conjonctif par les cellules musculaires lisses vasculaires. Les 
fissures ou ruptures se situent généralement aux extrémités de la plaque. Les 
fissures d’abrasion sur la surface de la chape atrophiée et/ou le contact du noyau 
lipidique nécrotique avec les composantes pro-thrombotiques du sang, favorisent la 
formation d’un thrombus qui peut bloquer complètement la lumière du vaisseau.65 
(Figure 1 D, p.16) L’obstruction totale et soudaine du vaisseau mène donc à des 
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évènements cardiovasculaires connus tels que les ACV ou aux infarctus du 
myocarde (IM) dans le cœur. En plus d’observer l’amincissement de la chape 
fibreuse comme un facteur rendant la plaque instable, l’expansion du noyau 
lipidique nécrotique est aussi un autre facteur impliqué dans l’instabilité de la 
plaque. En effet, le noyau lipidique, qui occupait moins du quart de la plaque, 
occupe maintenant le tiers jusqu’à la moitié du volume total.91 Cette expansion fait 
appel à une plus grande infiltration de cellules inflammatoires en promouvant la 
néo-vascularisation dans la plaque.92 Cette formation de nouveaux vaisseaux prend 
naissance au niveau de l’adventice et se rend jusqu’à l’intima par les fissures créées 
lors de la formation initiale du noyau lipidique.92 Ces nouveaux vaisseaux 
contribuent de manière significative à des hémorragies intra-plaques, vu leur forme 
prématurée et leur nature étanche.92 Leur étanchéité permet l’extravasation 
d’érythrocytes dans la plaque qui peut aussi contribuer à l’accroissement du noyau 
lipidique grâce à leur membrane riche en CL et en PL. Cette dernière possède un 
contenu en cholestérol qui excède les membranes des autres types de cellules dans 
le corps humain. En effet, ce contenu en cholestérol membranaire correspond à 40% 
du poids d’un globule rouge.93 La présence d’érythrocytes dans la plaque contribue 
donc aussi à l’accumulation extracellulaire du CL dans la plaque instable. En 
somme, l’inflammation, la néo-vascularisation, la présence d’hémorragies intra-
plaques ainsi que l’expansion du noyau lipidique sont tous des éléments associés à 
l’instabilité de la plaque.94 
 
 Après la présentation des différents facteurs de risques ainsi que leur 
implication dans les différentes étapes de la maladie, un regard plus spécifique sera 
porté sur les macrophages présents dans la plaque athéromateuse. Une vision 
mécanistique des différentes voies d’entrée, d’entreposage et les conséquences du 




2.3. Voies d’entrées et stockage du cholestérol chez les macrophages  
 Tel que mentionné brièvement dans la description des étapes menant au 
développement de la plaque athéromateuse, la captation de particules LDL 
modifiées est prise en charge principalement par deux récepteurs d’épuration soit le 
SR-A et le CD36.  
 
 Les promoteurs géniques de ces deux récepteurs d’épuration ne contiennent 
pas d’éléments de réponse aux stérols comme le rLDL, ce qui les empêche de subir 
une régulation à la baisse en cas d’excès de cholestérol.95 Ces deux récepteurs 
reconnaissent les oxLDL ainsi que les cellules apoptotiques. Cependant, la 
reconnaissance et la liaison diffèrent pour les deux récepteurs.  
 
 En effet, le récepteur SR-A reconnaît et se lie à la portion apolipoprotéine de 
la lipoprotéine oxydée96 tandis que le récepteur CD36 lie la fraction lipide de la 
particule oxLDL.97 Or, l’implication synergique des deux récepteurs dans la 
séquestration de particules oxLDL est responsable de 75 % à 90 % de 
l’internalisation et la dégradation de ces particules dans les cellules spumeuses.98  
 
 L’implication du récepteur CD36 est plus importante que celle apportée par le 
SR-A.99 En effet, on observe que les macrophages gorgés de lipides présents dans la 
lésion athéromateuse humaine manifestent plus fortement un niveau 
d’immunoréactivité avec le récepteur CD36 et un niveau faible à modéré avec le 
récepteur SR-A100, ce qui illustre une prédominance de la captation des oxLDL par 
le CD36. L’endocytose des particules LDL modifiées induit un changement dans 
l’expression transcriptionelle et traductionnelle du récepteur CD36. L’effet des 
oxLDL a été étudié dans des macrophages de souris, les J774, et une exposition de 
ces particules pro-athérogéniques a augmenté de 4 à 8 fois l’expression de l’ARN 
messager (ARNm) et a été accompagnée d’une hausse du niveau d’expression de la 
protéine CD36.101 Or, le processus de formation de cellules spumeuses alimente un 
cycle continuel où les LDL modifiées induisent leur propre captation. Toutefois, 
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dans des macrophages humains, l’augmentation de l’expression de CD36 n’est pas 
observée.102  
 
 Par ailleurs, l’endocytose des particules oxLDL amène aussi à l’internalisation 
des particules activatrices de la voie des facteurs de transcription hormonaux 
nucléaires, soit les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes, de type 
gamma (PPAR). Deux activateurs, soient deux dérivés oxydés de l’acide 
linoléique, les acides 9- et 13-hydroxyoctadécadiénoïque (9-HODE) et (13-HODE) 
se lient sur les récepteurs PPAR afin de stimuler l’expression de CD36.98 Ils 
stimulent aussi la voie impliquant le transporteur ABCA1 via l’expression de 
facteurs de transcription du type récepteur nucléaire des oxystérols (LXR).  
 
 Néanmoins, l’accumulation de CE pour la formation de macrophages 
spumeux peut être compensée par l’implication d’autres récepteurs d’épuration en 
absence de SR-A et CD-36. Dans une étude où l’activité de SR-A et CD36 est 
perdue, le groupe de Freeman a démontré, dans des modèles de souris 
athérosclérotiques apoE-/-, aucune diminution dans la taille de la lésion 
athéromateuse et surtout la présence de formation de cellules spumeuses en dépit 
des mutations pour les récepteurs d’épuration.103 Une adaptation compensatoire des 
récepteurs d’épuration pour la phosphatidylsérine et les oxLDL couplés à un ligand 
de cytokine 16 (SR-PSOX/CXCL16), un récepteur d’épuration de la classe G qui est 
modulé par la voie du TNF-104, et des récepteurs LOX-1 expliquent donc la 
formation de cellules spumeuses en dépit de l’absence de SR-A et CD36.105  
 
 De plus, d’autres voies indépendantes des récepteurs d’épuration ont déjà été 
abordées pour expliquer la formation de cellules spumeuses. La formation de 
cellules spumeuses peut être induite par des agrégats de LDL au site lésionnel, 106 
par des particules telles que les LDL modifiées par la phospholipase A2 sécrétée 
(sPLA2) présente lors de la réponse inflammatoire, les résidus de chylomicrons 
(rCM) et les vésicules dérivées des plaquettes.107  
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 Par ailleurs, un autre processus indépendant des récepteurs d’épuration, la 
macropinocytose, contribue aussi à la formation de cellules spumeuses.108 Ce 
processus se définit par une internalisation d’une grande zone de la membrane 
plasmique accompagnée d’une quantité significative de liquide contenant des 
particules LDL.109 Ce processus pourrait s’avérer important, surtout en présence 
d’une concentration croissante de LDL au site de lésion.  
 
 En outre, une voie indépendante des particules LDL mais dépendante des 
stimuli pro-inflammatoires peut mener à la formation de cellules spumeuses. Les 
membres d’une famille de récepteurs de l’immunité innée, soit les récepteurs Toll-
like (TLR), qui servent à initier des réponses inflammatoires face à des signaux de 
danger (microbes, bactéries), peuvent initier l’accumulation de lipides dans les 
macrophages.110 Deux mécanismes possibles sont proposés. Le premier implique 
une diminution de l’efflux dépendant de la voie des LXR, ce qui favoriserait 
l’entreposage de CE dans des gouttelettes lipidiques. Le deuxième implique les TG 
du macrophage qui seraient régulés à la hausse par les voies de signalisation 
cellulaire des TLR et des PPAR.110  
 
 En condition normale, l’équilibre en cholestérol des membranes plasmiques 
est maintenu par des complexes de CL et de phospholipides (PL) tels que la 
sphingomyéline, la phosphatidylcholine et la phosphatidylsérine. En cas d’excès de 
cholestérol membranaire, une présence de CL, dit actif et mobile, vient déstabiliser 
un seuil de cholestérol prédéterminé par la membrane.111 Pour tenter d’équilibrer 
cette augmentation, des transporteurs non-vésiculaires cytoplasmiques tels que des 
protéines stéroïdogéniques régulatrices aigues reliées au transfert/livraison de 
lipides (START/STARD) permettent le transfert de CL vers les membranes 
intracellulaires du RE et les mitochondries.112 La voie menant vers les 
mitochondries favorise la production d’oxystérols qui vont diminuer les voies de 
synthèse ou d’endocytose du cholestérol et augmenter les voies LXR.  
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 L’autre voie menant vers le RE permet l’estérification du cholestérol et la 
séquestration du facteur de transcription de l’élément de réponse régulateur 
protéique des stérols (SREBP) par une protéine d’activation de clivage de SREBP 
(SCAP).113 SCAP couplé au cholestérol empêche ce facteur de transcription de 
stimuler les gènes impliqués dans la synthèse du cholestérol et dans l’ingestion de 
cholestérol (endocytose de LDL). Une méthode d’adaptation cellulaire peut être 
amorcée par le signal intracellulaire que constitue le CL actif et mobile détecté au 
RE.  
 Par conséquent, une augmentation de la biosynthèse des PL cellulaires 114 est 
entamée afin de minimiser le CL actif et mobile, recréant ainsi des complexes CL-
PL et rétablissant le seuil normal de la membrane plasmique. De plus, une 
stimulation de la désaturation des groupements acyle des acides gras par une 
désaturase stéaroyl-CoA1 (SCD1)115 est aussi une méthode adaptative contre l’excès 
de cholestérol membranaire. La désaturation des acides gras permet à ceux-ci d’être 
utilisés comme substrats pour l’estérification du cholestérol au RE.116  
 
 En condition pathologique, l’internalisation des particules LDL modifiées 
enclenche de nouveau le processus de stockage face à ce déséquilibre. Les 
endosomes précoces contenant les particules de LDL modifiées captées lors de 
l’endocytose s’acidifient en se fusionnant avec des lysosomes pour permettre à la 
partie protéique de la lipoprotéine d’être dégradée en acides aminés par des 
protéases (les cathepsine D)117 tandis que la partie lipidique, riche en cholestérol 
estérifié subit une hydrolyse par les enzymes lysosomiales en condition acide soit 
l’hydrolase acide d’esters de cholestérol (ACEH), aussi appelée lipase acide 
lysosomiale (LAL).118  
 
 L’hydrolyse enlève le groupement acyle du CE et donne comme produit du 
CL et des acides gras.95 Le CL peut emprunter différentes voies à sa sortie des 
endosomes et lysosomes. Le CL peut voyager par l’entremise de START/STARD 
dans la voie menant à la sortie du cholestérol vers des accepteurs de cholestérol 
plasmatiques, processus nommé l’efflux, (voie 1) ou peut être envoyé vers le RE 
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(voie 2) afin d’être estérifié par une transférase ancrée dans la membrane, soit 
l’acyl-coA: cholestérol acyltransférase de type 1 (ACAT-1) qui transfère un 
groupement acyle (un acide gras) sur le FC, donnant comme produit une molécule 
de CE. Cette estérification du cholestérol permet au cholestérol d’adopter une forme 
cellulaire non-toxique et de maintenir la concentration adéquate de CL 
membranaire.119 Cette estérification dans le RE permet la formation de gouttelettes 
lipidiques, caractéristique propre des cellules spumeuses, une réserve de cholestérol 
estérifié récupérable selon les besoins cellulaires. (Figure 2, p.24) 
 
 
Figure 2 : Voies d’entrée, voie de stockage et voies de sortie du cholestérol dans 
le macrophage spumeux. 
 
 La gouttelette lipidique émerge de la bicouche lipidique du RE comme une 
lentille de lipides neutres qui bourgeonne vers la face cytoplasmique afin de prendre 
naissance dans le cytoplasme.120 Une gouttelette lipidique est un organite 
fonctionnel et dynamique, composé d’un noyau lipidique comportant des lipides 
neutres (CE, TG), recouvert d’une monocouche de PL, de CL et de protéines 
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spécifiques, plus précisément des protéines de la famille PAT.121 Les acides gras 
générés par l’hydrolyse en condition acide y sont aussi entreposés.95 Les protéines 
qui composent la famille PAT chez l’humain sont la périlipine 1, l’adipophiline 
(périlipine 2) et la «Tail-interacting protein of 47 kDa» (TIP47) ou périlipine 3.121 
Les gouttelettes lipidiques sont dites dynamiques puisqu’elles subissent un cycle 
continuel d’hydrolyse du CE et de réestérification du CL, en étant alternativement 
soumises à l’action d’une hydrolase neutre d’ester de cholestérol, (NCEH) qui est 
attachée à la membrane du RE et qui désestérifie le CE en CL, puis à l’action de 
l’ACAT-1 qui réestérifie le CL en CE.49 Cette hydrolyse peut aussi être menée par 
la carboxylestérase 1 (CES1) ou bien la KIAA1363 (maintenant appelée NCEH1), 
qui sont des hydrolases présentes chez l’humain.  
 
 La voie qui permet d’acheminer le CL vers la membrane cellulaire depuis les 
gouttelettes lipidiques est peu connue. Ce cycle permet malgré tout d’assurer la 
disponibilité du cholestérol par le RE tant pour la fabrication des structures 
cellulaires telles les membranes tant pour la mobilisation du CL pour l’efflux, si 
nécessaire.122,123 De plus, lorsqu’il est nécessaire de mobiliser du CL pour balancer 
l’entrée importante de CE dans la cellule, l’hydrolyse du CE dans les gouttelettes 
lipidiques se fait aussi par l’entremise de la même hydrolase, la LAL mentionnée 
précédemment et présente dans les lysosomes.124  
 
 Ce processus d’hydrolyse est entamé par une voie de transport nommée 
l’autophagie, qui distribue des constituants cytoplasmiques comme les gouttelettes 
lipidiques à des compartiments lytiques comme les lysosomes.125 Le processus 
débute par la formation d’une nouvelle vésicule nommée autophagosome qui 
s’accapare des gouttelettes lipidiques afin de fusionner avec les éléments lytiques, 
les lysosomes. Les gouttelettes sont par la suite relâchées dans les lysosomes où 
l’action de la LAL (ou ACEH) agit afin de générer du CL pour l’efflux en cas 
d’accumulation de CL présents lors des lésions compliquées.126 Le mouvement du 
CL peut suivre la voie de l’efflux permettant la sortie du CL à partir du 
compartiment endosomal/lysosomal tardif vers des protéines Niemann-Pick de type 
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C 1 et 2 (NPC 1 et 2), qui sont impliquées dans le trafic intracellulaire du CL de la 
lumière du lysosome vers la membrane cellulaire, ce qui occasionne un efflux de 
CL par le transporteur ABCA1. Ce transporteur peut acquérir le CL en faisant la 
navette de la surface membranaire vers le compartiment endosomal tardif127, puis 
retourner vers la surface cellulaire à partir d’un compartiment de recyclage 
intracellulaire.128 L’autre voie renvoie le CL vers le ER pour être ré-estérifié.125  
 
2.3.1. Conséquences du surplus de cholestérol intracellulaire pour la 
fonction des macrophages. 
 Malgré les stratégies d’adaptation cellulaires utilisées par les cellules 
spumeuses, soit l’entreposage sous forme de CE ou soit la sortie du CL, l’entrée 
persistante de cholestérol associée aux lipoprotéines modifiées surcharge les 
processus homéostatiques qui tentent de réguler les niveaux intracellulaires de 
cholestérol. En effet, l’apport croissant de cholestérol à la cellule court-circuite à 
différents niveaux les processus visant à atténuer les niveaux anormaux de 
cholestérol.  
 
 Le premier niveau affecté et le plus critique est celui de la machinerie 
lysosomiale. Plus la progression de la plaque athéromateuse se déploie, plus une 
quantité résiduelle de cholestérol s’accumule dans les lysosomes des cellules 
spumeuses. Près de 80 % de l’excès de CL est retrouvé dans cet organite.129 L’une 
des explications de cet excès dans les lysosomes est la vitesse de livraison de 
cholestérol.130 Lors d’une entrée trop rapide et précipitée du cholestérol dans la 
cellule, l’efficacité de la machinerie lysosomiale est diminuée. Une augmentation de 
l’entreposage dans les lysosomes indique alors une inhibition de l’hydrolyse et la 
clairance du CL, créant ainsi un déséquilibre de l’homéostasie cellulaire.131 
 
 Cette inhibition de la fonction des lysosomes mène à l’induction de plusieurs 
signaux intracellulaires tels l’inhibition de l’ATPase vacuolaire (v-ATPase) dans la 
membrane lysosomiale et la perméabilité de celle-ci. En effet, une accumulation de 
CL inactive la pompe v-ATPase qui est responsable de l’entrée des ions H+ dans la 
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lumière des lysosomes afin de maintenir l’environnement acide nécessaire pour 
l’action lytique des lysosomes. Cette inhibition est causée par une perte des ions H+, 
causée entre autres par la perméabilité de membrane, ce qui augmente le pH à des 
niveaux supérieurs du champ fonctionnel de LAL.132 Ce pH élevé empêche l’action 
de la LAL et compromet l’hydrolyse des CE, résultant en un engorgement de CE 
dans le compartiment lysosomial. La perméabilité de la membrane causée par 
l’accumulation de CL est augmentée par l’oxydation accrue du cholestérol en phase 
avancée des lésions athéromateuses.119 Cette surcharge de CE dans le compartiment 
lysosomial amène un degré de toxicité cellulaire important, conduisant à la voie de 
l’apoptose. 
 
 De plus, la dysfonction lysosomiale due à la haute concentration de CL 
membranaire peut avoir des conséquences indirectes sur le trafic intracellulaire du 
cholestérol vers les autres localisations nécessitant du CL. En effet, non seulement 
le réacheminement du CL vers la membrane plasmique mais aussi vers le RE est 
fortement compromis.133 Par ce biais, l’autre site d’entreposage situé au RE, est lui 
aussi affecté. Vu la diminution de l’apport de CL vers les gouttelettes lipidiques, le 
cycle d’estérification de CL est compromis.  
 
 En effet, une éventuelle défaillance du processus d’estérification par l’ACAT-
1 est observée et mène à une diminution de CE, ce qui conduit à un niveau massif 
de CL qui en retour déclenche une réponse de stress dans la RE.49,119.  
 
 De plus, cette augmentation de CL mène aussi à la création de dérivés du 
cholestérol nocifs par l’entremise des ROS, soit des oxystérols dont le 7-
cétocholestérol. L’accumulation du CL et du 7-cétocholestérol s’avère suffisante 
afin d’induire une réponse de stress du RE et d’amorcer un processus d’apoptose.134  
 
 Une réponse de stress du RE est caractérisée comme étant une perturbation 
transitoire ou prolongée des fonctions reliées au RE, soit la synthèse protéique, la 
régulation du métabolisme du calcium et le potentiel redox intracellulaire.135 Ce 
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type de perturbations agit sur les protéines senseurs qui assurent d’ordinaire le 
processus de la survie cellulaire. Ces protéines du RE sont IRE1, PERK et ATF6, 
qui lorsqu’activés par l’accumulation de CL et/ou la présence de 7-cétocholestérol, 
induisent une voie de protection cellulaire, la réponse cellulaire aux protéines 
dépliées (UPR).136  
 
 Les éléments perturbateurs induisant un stress au RE sont parfois insuffisants 
pour déclencher des réactions apoptotiques massives. Or, l’implication du pattern 
recognition receptor family (PRR), qui fait appel à l’identification de ligands 
(OxLDL, lipopolysacharides (LPS)) par les récepteurs d’épuration SR-A et CD36 et 
les récepteurs TLR4 et TLR6 alimentent de plus belle le stress au niveau du RE.137 
Le stress prolongé du RE, initié par la toxicité cellulaire du CL, va causer une 
inhibition de la voie de survie cellulaire et mener à l’initiation de l’apoptose. 
 
 Pendant un stress chronique du RE, IRE1 peut s’auto-phosphoryler afin 
d’activer en aval la voie de JNK et la famille pro-apoptotique des protéines BCL-2. 
Cette activation permet le relâchement du cytochrome C dans la chaine respiratoire 
des mitochondries cellulaires, induisant la cascade de la voie des caspases pour 
induire l’apoptose.138 (Figure 3, p.29) 
 
 Mais la voie de signalisation la plus importante dans l’induction de l’apoptose 
est celle associée au senseur de la voie UPR, PERK. En effet, PERK active de 
manière prédominante la voie d’apoptose menée par la protéine homologue de 
CEBP (CHOP). La voie de CHOP induit simultanément l’activation de la famille 
pro-apoptotique des protéines BCL-2 et initie le relâchement cytoplasmique du 
calcium stocké dans le RE, par le rIP3.80 Ce relâchement du calcium induit une 
rigidité à la membrane et est capté par la kinase calcium/calmoduline dépendante de 
type II (CaMKII), qui va par son activation, induire la voie du récepteur de mort 
cellulaire Fas et mener à l’activation de la NADPH oxydase, enzyme impliquée 
dans la production de ROS.139 Ces voies de signalisation cellulaires vont enclencher 
la programmation de mort cellulaire de manière dépendante et indépendante des 
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mitochondries et participer à la formation du noyau lipidique nécrosé dans la plaque 
instable. (Figure 3, p.29) 
 
 
Figure 3: Les voies d’activation de l’apoptose dans le macrophage spumeux.
Adapté de Scull, CM. 2011140 
2.4. Les mécanismes de protection  
2.4.1. Les voies d’efflux au niveau des macrophages 
Le macrophage présent dans la plaque athéromateuse peut suivre deux voies 
possibles afin de lutter contre la toxicité créée par l’accumulation de CL en 
condition pathologique, soit en emmagasinant du cholestérol sous forme estérifiée 
dans des compartiments ou en éliminant du CL par des accepteurs de cholestérol 
plasmatique. La plupart des tissus et des cellules du corps à l’exception des organes 
stéroïdogènes sont incapables de transformer le  cholestérol et s’en libèrent par la 
production d’oxystérols, une forme de cholestérol qui est plus soluble, et la sortie de 
cholestérol (efflux) vers des accepteurs dans le sang.141 Ces mécanismes de 
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protection empêchent donc contre la progression de l’athérosclérose. Le taux 
d’efflux de cholestérol cellulaire est principalement dépendant des trois paramètres 
suivants : du niveau de cholestérol de la cellule, du niveau d’expression des 
transporteurs membranaires de cholestérol et de la composition et concentration 
d’accepteurs de cholestérol se trouvant dans la circulation sanguine.141 De plus, la 
participation de certains facteurs modulant la mobilisation du cholestérol 
intracellulaire vers la membrane plasmique tels que mentionné précédemment 
(l’action de NCEH et ACAT dans le cycle continuel d’estérification/hydrolyse du 
cholestérol, le transport par les protéines NPC1 et NPC2 et START/STARD) 
contribue aussi à cette sortie du cholestérol cellulaire.  
 
 Le processus d’efflux se fait indépendamment d’une surcharge en cholestérol 
du macrophage, cependant lorsque celui-ci est en excès les voies de sortie du 
cholestérol sont augmentées. La sortie de cholestérol au niveau du macrophage peut 
emprunter différentes avenues soit un transport du cholestérol via une diffusion 
aqueuse (passive), une diffusion facilitée ou par un transport actif impliquant des 
transporteurs membranaires.  
 
 La diffusion passive implique une désorption (détachement de la molécule du 
cholestérol de la membrane cellulaire) selon un gradient de concentration vers un 
environnement aqueux, soit vers le plasma puis vers des protéines plasmatiques 
telles que l’albumine pour être ensuite transféré à un accepteur de cholestérol 
contenant des PL.142 Ce genre d’efflux ne nécessite pas d’énergie métabolique et 
agit selon le contenu de cholestérol cellulaire. Cet efflux est plutôt influencé par la 
composition structurelle et lipidique de la membrane et par les propriétés de 
l’accepteur plasmatique (taille, concentration, composition lipidique).143 Cependant, 
cette voie d’efflux est lente et inefficace pour apporter seule une protection 
cellulaire. La diffusion facilitée consiste en une approche plus soutenue de l’efflux 
de cholestérol. Elle fait appel à un récepteur d’épuration de classe B de type 1 (SR-
B1), exprimé sur le macrophage, qui permet un échange bidirectionnel de CL entre 
celui-ci et l’accepteur plasmatique. Cet échange se fait, lui aussi, dans une direction 
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nette dictée par le gradient de concentration.144 Le SR-BI interagit avec des ligands 
tels que les oxLDL, les LDL natives, des lipoprotéines de haute densité (HDL) et 
l’apoA-I selon différentes affinités, mais échange le CL uniquement avec les 
accepteurs de cholestérol contenant des PL.145 Pour ce faire, un alignement précis 
doit se faire entre la molécule acceptrice et la cellule donneuse, formant un 
complexe productif et assurant un efflux de CL efficace.146 De plus, le SR-BI assure 
aussi un flux de CE à partir des HDL et LDL dans un mouvement unidirectionnel, 
favorisant une entrée de cholestérol cellulaire, sans l’implication d’une endocytose 
entière de la particule.147 Cependant dans les macrophages spumeux, son 
implication est considérablement diminuée puisque son expression protéique est 
diminuée.148.  
 
 En ce qui a trait à un transport actif du cholestérol, une famille de 
transporteurs membranaires est impliquée dans la modulation de l’efflux de 
cholestérol. Les membres de la famille des transporteurs à cassette liant l’adénosine 
triphosphate (ATP) (transporteurs ABC) sont en effet des protéines membranaires 
intégrales qui effectuent la translocation de diverses molécules d’un feuillet à l’autre 
de la membrane cellulaire, contre le gradient de concentration.149 Ceci requiert donc 
de l’énergie fournie par une réaction d’hydrolyse de l’ATP cellulaire.150 La structure 
des transporteurs ABC consiste généralement en deux domaines hydrophiles de 
liaison aux nucléotides (NBD) cytoplasmiques (qui permettent la liaison et 
l’hydrolyse de l’ATP) ainsi que de deux domaines hydrophobes contenant 6 
domaines transmembranaires (TMD) ou hélices .151 Deux transporteurs ABC de 
classes différentes contribuent à la sortie de cholestérol des cellules spumeuses en 
condition pathologique soit le transporteur ABC de classe A de type 1 (ABCA1) et 
le transporteur ABC de classe G de type 1 (ABCG1). ABCA1 possède le profil 
structural exact des transporteurs ABC tandis qu’ABCG1 possède la moitié du 
profil structural soit un NBD cytoplasmique et un domaine hydrophobe contenant 6 
hélices .151  
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 ABCA1 est une protéine d’environ 220 kDa qui est exprimée dans plusieurs 
types cellulaires comme les macrophages, les cellules hépatiques et les entérocytes. 
Son abondance dans le macrophage est finement contrôlée par les niveaux 
intracellulaires de cholestérol.152 Sa présence est notée aussi bien sur la membrane 
plasmique que sur les membranes des vésicules intracellulaires.153 De plus, son 
expression protéique dans le macrophage spumeux est augmentée suite à 
l’internalisation des LDL modifiées et est diminuée lorsque débute le processus de 
déplétion de cholestérol membranaire par les accepteurs plasmatiques.152  
 
 Son implication dans le métabolisme des lipides a été démontrée lors de la 
découverte de différentes mutations géniques à l’état homozygote dans certaines 
familles américaines (maladie de Tangier, du nom de l’île où habitent les personnes 
atteintes). Un transporteur muté résulte en une diminution des niveaux de HDL-
cholestérol (HDL-C)154 et en une accumulation de CE dans les gouttelettes 
lipidiques des macrophages dans plusieurs organes.153  
 
 ABCA1 effectue un transport unidirectionnel de PL et de CL à partir de la 
membrane plasmique vers des particules pauvres en lipides telles que 
l’apolipoprotéine A-I (apoA-I), une apolipoprotéine qui constitue majoritairement 
les HDL, afin de produire une forme naissante des HDL, soit la pré--HDL. Ceci est 
considéré comme l’étape initiale de la biogénèse des HDL.155 Ce transfert se fait en 
deux étapes consécutives. Premièrement, ABCA1 agit en retournant les PL 
membranaires (phosphatidylcholine (PC) et phosphatidylserine (PS)) vers le feuillet 
externe de la membrane bicouche plasmique, une activité de « flippase ». En 
présence de d’apoA-I, ces PL subissent l’efflux, c’est-à-dire qu’ils se détachent de 
la membrane pour s’attacher sur l’accepteur apoA-I. S’ensuit un efflux de 
cholestérol vers ce complexe nouvellement formé d’apoA-I et de PL.156-158 
L’interaction entre l’apoA-I et les PL de la membrane plasmique repose sur les 
propriétés physico-chimiques de l’apoA-I, typiques des apolipoprotéines.159 En 
effet, l’apoA-I se caractérise par une structure comportant des répétitions d’hélices  
amphipatiques qui possèdent une haute affinité pour les lipides.159 Or, 
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l’environnement lipidique (domaines riches en PL et CL) à l’interface de la 
membrane plasmique promeut la liaison de ces hélices  avec la suface cellulaire 
afin d’initier le transfert de PL. Aucune évidence d’une interaction moléculaire 
entre l’apoA-I et le transporteur ABCA1 n’est à ce jour rapportée.160,161 Cependant, 
certaines précisions ont récemment été émises quant au déroulement initial de la 
lipidation de l’apoA-I.  
 
 En effet, un site à haute capacité de liaison (HCBS) pour l’apoA-I a été 
identifié dans la membrane plasmique comme étant un site riche en 
phosphatidylcholine, dont la présence dépend d’ABCA1 et qui permet une 
interaction 10 fois plus importante de l’apoA-I comparée à l’interaction directe sur 
le transporteur ABCA1.162 Le modèle de lipidation de l’apoA-I serait comme suit : 
l’activité translocatrice d’ABCA1 vers le feuillet externe de la membrane permet le 
transfert des PL à l’apoA-I. Ceci initie une hétérogénéité dans la membrane 
plasmique qui inclut un HCBS évaginé ou protubérant dépourvu d’ABCA1 et un 
site à basse capacité de liaison (LCBS) dû à ABCA1. L’interaction entre ABCA1 et 
l’apoA-I facilite la liaison de cette dernière avec la protusion membranaire qui 
possède une affinité élevée pour celle-ci. L’apoA-I peut donc acquérir plus 
efficacement des PL, surtout de la phosphatidylcholine, permettant de former un 
complexe efficace pour le transfert de cholestérol. La désorption membranaire de 
PC enclenche la voie d’adaptation de la biosynthèse de PL énoncée antérieurement 
afin de ré-équilibrer la composition lipidique de la membrane (ratio CL/PL) et de 
regénérer les HCBS.162 L’apoA-I requiert donc avant tout un transporteur ABCA1 
possédant une activité de translocase fonctionnelle afin d’acquérir des lipides et de 
contribuer à la biogenèse des HDL, qui sera décrite ultérieurement.155  
 
 Le transporteur ABCG1est une protéine ayant un poids moléculaire de 75 
kDa. Ce transporteur protège aussi contre l’accumulation excessive de CL dans les 
macrophages spumeux et prévient le développement de plaques athéromateuses.149 
En effet, des études in vitro à partir de macrophages dérivés de moelle osseuse 
déficiente en ABCG1 ont démontré une baisse significative de l’efflux vers des 
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HDL lorsque comparé avec des macrophages exprimant l’ABCG1.163 De même, 
selon une étude in vivo chez des souris au rLDL-/-,qui ont subi une transplantation de 
moelle osseuse provenant de souris où les gènes de l’ABCG1 et l’apoE étaient 
doublement invalidés, des macrophages déficients en ABCG1 ont démontré une 
augmentation de lésions athéromateuses comparativement aux souris exprimant 
ABCG1.164  
 
 L’expression d’ABCG1 est modulée à la hausse en présence de LDL 
modifiées dans les cellules spumeuses.165 ABCG1 se retrouve essentiellement sur 
les mêmes types cellulaires qu’ABCA1. Cependant, sa localisation cellulaire est 
principalement dans les fractions intracellulaires, mais une translocation vers la 
surface cellulaire est occasionnée par le gorgement cellulaire de cholestérol, ce qui 
augmente sa capacité de promouvoir l’efflux de cholestérol.149,166 Son rôle permet 
donc un enrichissement de la membrane plasmique en CL, celui-ci pouvant être 
incorporé dans une variété d’accepteurs de cholestérol.167 Une augmentation de 6-
12 % du CL est notée dans les réservoirs de CL membranaires suite à une 
stimulation d’ABCG1.168 De plus, l’activité d’ABCG1 ne semble pas uniquement se 
limiter au transport intracellulaire du cholestérol vers la membrane plasmique 
puisqu’il semble aussi promouvoir, comme le récepteur SR-BI, une diffusion 
passive du CL suite à une réorganisation des PL membranaire, augmentant ainsi la 
désorption du cholestérol.163 Mais contrairement au SR-BI, ABCG1 n’a aucun 
impact sur l’influx de cholestérol.142,158  
 
 Par rapport à l’efflux, ABCG1 ne transfert pas de PL aux accepteurs 
plasmatiques mais uniquement du CL.153 Aucune liaison ne se forme entre ABCG1 
et les accepteurs de cholestérol avec lesquels il interagit.169 En effet, ABCG1 
promeut l’efflux de cholestérol vers des accepteurs de cholestérol tels que 
différentes variétés de HDL matures (HDL2, HDL3)170, les LDL153 mais pas vers des 
accepteurs pauvrement lipidés. Cependant le conditionnement de ses derniers par 
ABCA1 rend possible une interaction avec ABCG1.171,172 En effet, le produit généré 
de l’efflux par ABCA1 (pré--HDL) devient lesubstrat de l’efflux par ABCG1. Ceci 
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démontre bien qu’ABCA1 et ABCG1 agissent de manière synergique et 
séquentielle en ce qui a trait à l’efflux de cholestérol.171. En effet, des preuves in 
vivo de l’interaction de ces deux transporteurs démontrent une diminution soutenue 
de l’excrétion fécale de stérols et une augmentation marquée de plaques 
athéromateuses chez des souris ayant reçu des macrophages doublement déficients 
en ABCA1 et ABCG1.173 Si les deux transporteurs peuvent travailler ensemble, ils 
peuvent aussi agir comme mécanisme de compensation dans un cas, si l’un des 
transporteurs est inactif.  
 
 Une augmentation d’ABCG1 a été notée dans le macrophage isolé d’individus 
souffrant de la maladie de Tangier, ce qui suggère un processus de compensation 
afin d’améliorer l’efflux en absence d’ABCA1.174 Le processus de compensation 
n’est pas observé dans le cas contraire puisque l’efflux de cholestérol de 
macrophages de souris déficiente en ABCG1 vers des HDL a été diminué, et ce 
malgré une surexpression du transporteur ABCA1.166 De plus, ABCG1 est requis 
pour que l’effet protecteur des HDL contre l’induction de l’apoptose dans les 
cellules spumeuses par les oxLDL soit possible. En effet, la captation par des HDL 
d’oxystérols nuisible pour l’intégrité cellulaire tel le 7-cétocholestérol peut 
sélectivement se faire grâce à l’ABCG1.175 
 
 Une voie alternative de l’efflux de cholestérol est celle empruntée par l’apoE. 
En effet, l’apoE est une protéine de 34 kDa149 qui est synthétisée principalement par 
le foie mais peut être aussi synthétisée par les macrophages.176 L’apoE est connue 
majoritairement pour être un régulateur de l’influx de cholestérol au niveau 
hépatique (décrit ultérieurement), mais cette apolipoprotéine peut aussi participer à 
l’efflux de cholestérol dans les macrophages spumeux présents dans les plaques 
athéromateuses.177 L’accumulation de cholestérol dans les macrophages stimule la 
synthèse et la sécrétion dans le plasma de l’apoE liée à des PL, ce qui génère par la 
suite un efflux de cholestérol.178 Le transporteur ABCA1 est nécessaire pour une 
sécrétion efficace de l’apoE.179  
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 L’efflux de CL par l’apoE endogène peut être favorisé suivant la voie 
d’ABCA1, surtout en absence ou en présence minime d’apoA-I et d’HDL dans le 
plasma. En effet, on a observé qu’en absence d’accepteurs de cholestérol exogènes, 
l’apoE endogène va être sécrétée et va assurer elle même l’efflux de cholestérol 
dans les macrophages humains.180 La présence d’apoA-I peut aussi stimuler la 
production d’apoE.149 Il existe donc une collaboration étroite entre l’apoA-I, l’apoE 
et ABCA1 afin d’optimiser la mobilisation du cholestérol, surtout en condition 
pathologique.  
 
 En dernier lieu, l’efflux de cholestérol peut être effectué par la formation 
d’oxystérols dans le macrophage spumeux. Les oxystérols sont des métabolites 
oxygénés du cholestérol qui sont des intermédiaires à courte demi-vie dans la voie 
d’excrétion du cholestérol.181 L’accumulation de cholestérol dans les cellules 
spumeuses fournit les précurseurs pour la synthèse d’oxystérols, une forme moins 
lipophile du CL. Ces oxystérols peuvent traverser aisément la membrane plasmique 
lipophile, mieux que le CL lui-même.182 La conversion du cholestérol en dérivés 
oxygénés par la présence de ROS est une façon d’éliminer l’accumulation de 
cholestérol des cellules de la paroi artérielle.183  
 
 Dans les plaques athéromateuses humaines, le CL est converti en 27-hydroxy-
cholestérol (27-OH-chol.) et en acide 3-hydroxy-5-cholesténoïque (AC) par 
l’enzyme cholestérol-27-hydrolase (CYP27A1) si elle effectue un ou deux cycles 
d’hydroxylation.182 Le 27-OH-chol. est l’hydroxycholestérol le plus abondant dans 
la circulation sanguine chez l’humain.184 L’enzyme CYP27A1 est située dans la 
membrane interne des mitochondries.185 Le transport des oxystérols vers la 
membrane se fait possiblement par des transporteurs START/STARD.  
 
 Trois critères modulent la production d’oxystérols : la quantité active de 
l’enzyme CYP27A1, la disponibilité du substrat, le cholestérol, et la présence 
d’accepteurs dans la circulation. Environ 85 % du 27-OH-chol. s’accumule en 
proportion équivalente avec le CE dans une plaque athéromateuse humaine.186 Plus 
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le niveau de cholestérol augmente dans le macrophage spumeux, plus la synthèse 
d’oxystérols et sa conversion en CE est augmentée. Le 27-OH-chol. et l’AC 
changent aussi les propriétés de la membrane plasmique et favorisent la partition du 
cholestérol membranaire dans un pool rapidement disponible pour l’efflux. En effet, 
une augmentation de 27-OH-chol. et d’AC permet la rupture de complexe CL-PL 
dans la membrane plasmique, libérant du CL actif et mobile, ce qui envoie un signal 
vers les compartiments intracellulaires afin d’entamer les processus 
homéostatiques.181  
 
 En ce qui a trait à l’influence des accepteurs plasmatiques, avec son caractère 
lipophile, l’AC peut être sécrété assez facilement vers l’albumine sanguine187, en 
absence d’accepteurs extracellulaires, tandis que le 27-OH-chol. requiert une faible 
concentration d’accepteurs lipidés afin de subir un efflux efficace.188 Cependant, 
lorsqu’il y a une concentration assez prononcée d’accepteurs de cholestérol, l’efflux 
de 27-OH-chol. et d’AC est lent et significativement diminué puisqu’un efflux plus 
important de CL est présent, ce qui réduit la disponibilité de CL pour la synthèse 
d’oxystérols.182 La production d’oxystérols est donc une voie alternative et/ou 
complémentaire à l’efflux de CL afin d’éliminer l’excès de cholestérol dans les 
cellules spumeuses.  
 
 Une autre manière de protéger les cellules spumeuses contre l’accumulation 
de cholestérol impliquant l’hydroxylation du CL par CYP27A1 se fait par 
l’activation des LXR, ce qui stimule les voies ABCA1 et ABCG1 pour induire 
l’efflux de cholestérol. Le 27-OH-chol. et l’AC sont donc des ligands endogènes 
qui activent la voie des LXR.189  
 
 Néanmoins, malgré le rôle important des oxystérols dans la modulation de la 
voie des LXR, pas tous les oxystérols ont des effets bénéfiques sur l’efflux de 
cholestérol. En effet, les époxycholestérols tels que le 22S,-25-époxycholestérol 
sont des ligands endogènes pour les LXR190 qui réduisent significativement la 
disponibilité du CL pour l’efflux de CL vers des accepteurs plasmatiques à partir 
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des macrophages spumeux murins et humains par une régulation à la baisse de 
l’hydrolyse du CE des gouttelettes lipidiques.191  
 
2.4.2. La régulation de l’efflux dans les macrophages 
2.4.2.1. La régulation intracellulaire de l’efflux 
 Plusieurs effecteurs sont reconnus pour moduler la sortie de cholestérol des 
macrophages spumeux. C’est le cas de l’enzyme ACAT, présentée précédemment 
comme étant responsable de l’estérification du CL dérivé de l’hydrolyse des 
lipoprotéines modifiées. Lors d’une accumulation excessive de lipides dans les 
macrophages, l’activité de l’ACAT se voit altérée, menant à un mauvais 
fonctionnement de l’estérification.114 En effet, l’ACAT ne peut plus entamer le 
stockage de CL en le transformant en CE, ce qui affecte les activités normales du 
RE. Ainsi, l’inhibition ou l’inactivation de l’ACAT résulte en une augmentation du 
pool de CL cellulaire disponible, favorisant la production d’oxystérols et influençant 
la voie des LXR.192 Ceci encourage donc la sortie de cholestérol des cellules, 
préservant ainsi leur intégrité.  
 
 Dans les macrophages spumeux humains, une inhibition d’ACAT réprime 
l’accumulation de TC en diminuant la captation de LDL modifiées par une 
régulation modulée par le complexe SREBP-SCAP décrit plus haut qui diminue le 
nombre de rLDL disponibles à la surface cellulaire. Ceci accentue le transport de 
CL vers la membrane plasmique afin de favoriser l’efflux.193 Cependant, un effet 
contraire se produit dans les cellules spumeuses murines, où une inhibition d’ACAT 
induit une dégradation de la protéine ABCA1, probablement due à un effet lié à la 
rigidité membranaire.114 En effet, une accumulation de CL n’influence pas le 
transporteur ABCA1 au niveau transcriptionnel et traductionnel qui est 
généralement augmenté en cas d’excès de cholestérol, mais agit plutôt au niveau 
post-traductionnel, en réduisant la demi-vie du transporteur.114  
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 Vu la relation étroite qui existe entre l’enzyme ACAT et la NCEH1 
puisqu’elles sont co-localisées sur des gouttelettes lipidiques naissantes du RE194, 
cette dernière régule aussi la sortie de cholestérol vers des accepteurs 
extracellulaires. En effet, l’hydrolyse du CE intracellulaire est l’étape initiale du 
TIC puisque NCEH génère du CL, qui est la source préférentielle de l’efflux de 
cholestérol vers l’espace extracellulaire.95 Une modulation de l’activité de NCEH1 
joue donc un rôle critique sur l’hydrolyse des CE dans le macrophage spumeux 
murin. En effet, des cellules MPM (mouse peritoneal macrophages) déficientes en 
NCEH1 ont été exposées à des LDL modifiées par acétylation et ont démontré une 
augmentation de 50 % de CE intracellulaire et une diminution de 35 % d’efflux de 
cholestérol.95  
 
 L’activité d’hydrolase du cholestérol chez l’humain se fait par CES1, une 
enzyme homologue de la NCEH. Une surexpression de CES1 dans des 
macrophages THP-1 dans un modèle de souris rLDL-/- résulte en une diminution des 
plaques athéromateuses et des lésions nécrotiques découlant d’une augmentation de 
l’efflux de CL vers l’apoA-I et les HDL, démontrant que le CL libéré lors de 
l’hydrolyse du CE intracellulaire par CES1 est disponible pour toutes les voies 
d’efflux possibles.195 Dans le cas contraire, des macrophages THP-1 gorgés ayant 
été traités par un inhibiteur spécifique de CES1 ont démontré une augmentation de 
la rétention du CE nuisible à l’efflux de cholestérol.196  
 
 Il en est de même pour la LAL qui génère du CL dans les endosomes tardifs 
puis les lysosomes, ce qui contribue aussi au pool de CL capable de subir l’efflux. 
L’hydrolyse du CE est donc une étape extrêmement importante dans l’élimination 
du surplus de cholestérol cellulaire et l’hydrolyse intracellulaire du CE constitue un 
moyen de décharger le macrophage spumeux de son excédent de cholestérol.197 
 
2.4.2.2. Stimuli connus pour augmenter l’efflux 
 Bon nombre de molécules sont connus pour moduler positivement l’efflux de 
CL. Dans les macrophages murins, des analogues de l’adénosine monophosphate 
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cyclique (AMPc) sont souvent utilisés pour stimuler l’efflux de cholestérol suivant 
la voie de l’ABCA1 vers l’apoA-I. Une stimulation par l’AMPc résulte 
généralement en une augmentation de l’ARNm d’ABCA1 d’environ 50 à 70 fois 
comparée à la condition sans stimulation.198  
 
 De plus, un traitement à l’AMPc a démontré une augmentation de 14 fois 
d’ABCA1 lors de l’efflux de macrophages murins J774 gorgés et marqués 
radioactivement qui ont été incubés 4 h avec de l’apoA-l.199 Cette forte induction 
transcriptionnelle du gène ABCA1 et de son impact sur l’efflux de cholestérol est 
observable uniquement chez les macrophages de souris et non sur les macrophages 
humains. En effet, on observe une augmentation minime de l’expression d’ABCA1 
par l’AMPc et l’efflux de cholestérol en découlant, soit une induction d’un peu 
moins de 2 fois plus élevée dans le cas des macrophages THP-1.199Chez la souris, 
l’induction de l’expression d’ABCA1 se fait par l’activation de la protéine kinase A 
(PKA) stimulée par l’AMPc. La PKA phosphoryle et active la protéine CREB 
(cAMP-response element binding protein). Cette protéine se lie à un élément de 
réponse consensus à l’AMPc (CRE) dans le premier intron du gène d’ABCA1 
murin et active la transcription de ce transporteur.200 Une absence d’un CRE 
fonctionnel dans le premier intron du gène ABCA1 humain explique ce manque de 
stimulation à l’AMPc.200 
 
 En plus de l’AMPc, les agonistes du LXR sont souvent proposés comme étant 
de bons composés thérapeutiques pour stimuler l’efflux de cholestérol. En effet, les 
LXR sont des senseurs de stérols, qui répondent à une augmentation d’oxystérols 
comme le 22-hydroxycholestérol (22-OH-chol.) et le 27-OH-chol. de même qu’à la 
présence de ligands pharmacologiques tels que le GW3965 et le TO901317.116 
Ceux-ci agissent en augmentant la transcription de gènes impliqués dans l’efflux 
tels qu’ABCA1 et ABCG1.165,201 Cette classe de récepteurs nucléaires possède deux 
isoformes, soit le LXR et le LXR qui sont exprimés respectivement dans les 
tissus fortement impliqués au niveau métabolique comme le foie, les adipocytes et 
les macrophages pour le LXR et de manière ubiquitaire pour le LXR.202 Les LXR 
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forment un hétérodimère obligatoire avec un autre classe de récepteurs soit les RXR 
(retinoic X receptor), qui peuvent être activés par l’acide 9-cis-rétinoique.(9c-
RA)203 Un modèle de l’activation de gènes par les LXR veut que l’hétérodimère 
LXR/RXR soit lié, en condition basale (absence de ligand), à la séquence du gène 
d’intérêt en présence de corépresseurs tels que NCoR (nuclear receptor co-
repressor) et de SMRT (silencing mediator for retinoic acid and thyroid hormone 
receptor). Une fois la liaison avec des ligands formée, un changement de 
conformation de l’hétérodimère induit un déplacement et un relâchement des 
corépresseurs afin de recruter des co-activateurs, ce qui résulte en une augmentation 
de la transcription du gène d’intérêt.116 Les agonistes du LXR augmentent donc 
l’efflux de cholestérol de macrophages spumeux vers l’apoA-I et les HDL présents 
dans l’espace extracellulaire. De plus, les agonistes du LXR stimulent la 
mobilisation du CL des pools intracellulaires vers la membrane plasmique afin 
d’augmenter la disponibilité du CL pour l’efflux.166 Les LXR stimulent aussi 
l’expression d’apoE dans les macrophages de souris.204 
 
 Par ailleurs, d’autres composés modulant l’activité des LXR sont impliqués 
dans la sortie de CL des cellules spumeuses. Les récepteurs activés par la 
prolifération des peroxysomes (PPAR) sont des facteurs de transcription qui eux 
aussi régulent des gènes impliqués dans l’homéostasie des lipides et dans le 
métabolisme des lipoprotéines.205 Ces récepteurs disposent de trois gènes soit les 
PPAR, PPAR/ et PPAR qui agissent en formant un hétérodimère avec les RXR 
sur les éléments de réponse dans les gènes-cibles.206 Les PPAR sont tous activés par 
la présence de molécules dérivés d’acides gras, de métabolites d’hormones stéroïdes 
et de vitamines.207 De plus, certains ligands pharmacologiques tels que les fibrates 
et les glitazones sont reconnus pour activer respectivement les PPAR et PPAR. 
Ces dernières, lorsqu’activées dans les macrophages humains et les cellules 
spumeuses, peuvent diminuer le taux du CE.208 Le PPAR induit à la hausse 
l’expression de la carnitine palmitoyltransférase 1 (CPT-1), qui est une enzyme 
impliquée dans le contrôle de la -oxydation mitochondriale. Ceci réduit la 
disponibilité et l’apport d’acides gras pour l’ACAT et donc diminue 
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l’estérification.209 De plus, l’activation de PPAR et PPAR accroît l’expression de 
SR-BI (ou CLA-1, son homologue humain) par un mécanisme post-traductionnel 210 
et enclenche la surexpression d’ABCA1 par l’entremise d’une activation de 
l’expression du LXR.211 Le transporteur ABCG1 peut être aussi modulé à la hausse 
par PPAR212 PPAR/ induit aussi l’expression de l’ABCA1 mais de manière 
indépendante de la stimulation du LXR.213 Paradoxalement, l’activation de 
PPAR/ induit à la baisse les gènes codant pour la 27-hydroxylase, la CYP27214 et 
l’apoE qui sont impliqués dans l’efflux de cholestérol aussi.213 Le mécanisme 
d’action par lequel PPAR/opère dans l’efflux de cholestérol est peu détaillé. Une 
stimulation via l’activation des agonistes PPAR stimulent donc l’efflux de 
cholestérol à partir des macrophages spumeux. 
 
2.4.2.3. Stimuli ou conditions pathologiques diminuant l’efflux 
 La stimulation de la voie des LXR amène aussi des effets négatifs dans les 
macrophages spumeux. En effet, les LXR peuvent stimuler la désaturation et la 
production d’acides gras.215 En effet, les LXR stimulent la lipogénèse en induisant 
l’expression des gènes codant pour le SREBP-1, l’ACC (acetyl Coa carboxylase) et 
la FAS (fatty acid synthase).216,217  
 
 Or, en plus de moduler à la hausse l’efflux de cholestérol via les transporteurs 
ABC, l’activation des LXR produit paradoxalement des inhibiteurs d’ABCA1 en 
activant aussi la SCD1 qui, comme mentionné antérieurement, converti les acides 
gras saturés (stéarate) en acides gras insaturés (oléate) par l’entremise de la cytidine 
triphosphate (CTP) -PC cytidylyltransférase.218 SCD1 augmente donc 
l’incorporation d’acides gras monoinsaturés dans les PL cellulaires. Ainsi, cette 
enzyme altère la composition et l’organisation des acides gras et des PL, diminuant 
la disponibilité du CL membranaire et l’efflux vers l’apoA-I par l’ABCA1.219 
Toutefois, SCD1 favorise l’efflux par la diffusion passive et/ou facilité par SR-BI 
vers des HDL2, puisque les PC insaturées, générées par cette dernière subissent plus 
facilement la désorption que celles qui sont saturées.142 Les altérations occasionnées 
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à la membrane plasmique déstabilisent l’activité d’ABCA1. En effet, le changement 
dans la fluidité membranaire causée par la composition différente des acides gras 
des PL réduit l’activité d’ABCA1, et mène à sa dégradation.220. Par ailleurs, dans les 
macrophages spumeux des lésions athéromateuses, l’action de la lipoprotéine lipase 
(LPL) permet aussi la relâche d’acides gras insaturés à partir des TG des 
lipoprotéines telles que VLDL et CM.221 Cette accumulation d’acides gras réduit 
certainement l’activité cellulaire d’ABCA1. L’acide gras plasmatique le plus 
abondant est l’oléate chez la souris et ce dernier diminue de 50-70 % l’efflux de CL 
et de PL dans des macrophages de souris J774, ayant été préalablement stimulés 
avec du TO901317 ou de l’AMPc.215 Les mêmes effets sont observables dans les 
macrophages THP-1. La diminution d’efflux par ABCA1 dans les deux cas est liée 
à une dégradation de la protéine puisqu’on n’a noté aucun changement dans les taux 
de transcription et traduction d’ABCA1.215 Par ailleurs, la présence d’acides gras 
insaturés peut mettre en place une compétition avec les agonistes du LXR et des 
PPAR et , s’opposant à la surexpression d’ABCA1.222,223 
 
 Une autre enzyme qui peut affecter à la baisse l’efflux de cholestérol dans les 
macrophages spumeux est la group X-sPLA2 (Group X secretory phospholipase A2). 
Cette enzyme dépend du calcium et permet l’hydrolyse des PL pour libérer des 
lysophospholipides et des acides gras. La GX-sPLA2 peut aussi supprimer 
l’expression d’ABCA1 et d’ABCG1 dans des cellules J774, où l’on note une 
diminution de l’efflux de 64 % et 20 % vers l’apoA-I et les HDL, respectivement.224  
 
 Certaines molécules pharmacologiques sont aussi capables de moduler à la 
baisse la sortie de cholestérol du macrophage spumeux. Le probucol est un composé 
diphénolique agissant comme un agent thérapeutique hypolipidémiant et 
antioxydant puisqu’il est connu pour diminuer substantiellement les niveaux d’HDL 
et LDL plasmatique et la modification oxydative des LDL, respectivement, 
lorsqu’administré chez l’humain et l’animal.225,226 De plus, le probucol possède des 
propriétés inhibitrices sur l’activité du transporteur ABCA1. En effet, le traitement 
de cellules avec ce dernier produit une inhibition marquée de l’efflux de CL médié 
44 
par l’apoA-I à partir du macrophage et est accompagné d’une inhibition, partielle ou 
complète de la liaison de l’apoA-I à l’ABCA1.227 Lorsqu’on a voulu creuser son 
mécanisme d’action, on a observé que le probucol n’a pas d’influence sur les taux 
transcriptionnels et la distribution intracellulaire du transporteur ABCA1, et qu’il 
semble supprimer la dégradation d’ABCA1 par la voie des calpaines, des protéases 
non-lysosomiales calcium-dépendantes qui sont exprimées de manière ubiquitaire 
dans les cellules, ce qui signifie que l’expression protéique d’ABCA1 n’est pas 
compromise au niveau de la surface cellulaire.228 Le probucol exerce donc son 
action par un changement spécifique de conformation de la protéine ABCA1, 
inactivant sa fonction d’efflux.228 En pratique, dans des cellules stimulées par des 
agonistes du LXR et du RXR tel que la combinaison 22-OH-chol. et 9c-RA, le 
traitement avec le probucol inhibe 80 % de l’efflux par ABCA1 vers l’apoA-I.229 
Cependant, son action semble être spécifique à l’apoA-I puisque lorsqu’on prétraite 
des cellules J774 avec cet inhibiteur, une baisse d’environ 14 % de l’efflux de 
cholestérol vers un accepteur plus complet, soit du sérum humain (2,5 %) est 
observée.229 De plus, il n’est pas exclu que le probucol agisse similairement sur le 
transporteur ABCG1 mais le mécanisme d’action est peu connu. Le probucol est 
donc un inhibiteur de l’efflux de cholestérol par la voie d’ABCA1. 
 
 Une autre molécule pharmacologique utilisée pour moduler à la baisse l’efflux 
de cholestérol est le BLT (Block Lipid Transport), qui comme son nom le dit, 
empêche le transfert de lipides via la voie de diffusion facilitée de SR-BI vers les 
HDL plasmatiques.230 Cinq classes de BLT ont été identifiées bloquant tous le 
récepteur SR-BI mais le plus puissant et communément utilisé est le BLT-1. Cet 
inhibiteur ne semble pas changer l’expression du récepteur SR-BI sur la surface 
cellulaire, mais paradoxalement, il augmente la liaison cellulaire, l’affinité des 
particules HDL au récepteur cellulaire.230 Son mécanisme d’action pour l’inhibition 
de la voie du SR-BI est peu compris.231 Malgré cette hausse de l’affinité, le BTL-1 
induit bien une inhibition à la fois de la captation sélective de CE à partir des HDL 
et de l’efflux de CL vers les HDL par la voie de SR-BI.230 Néanmoins, son effet sur 
l’efflux de CL dans des macrophages spumeux semble limité, puisqu’une 
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diminution de l’expression du récepteur SR-BI est observée dans les cellules 
gorgées en cholestérol, illustrant que la contribution du SR-BI dans l’efflux de 
cholestérol est réduite.232 Or, cet inhibiteur est tout de même un outil fort utile pour 
mesurer la contribution du SR-BI à l’efflux de cholestérol cellulaire, par exemple 
dans les cellules non-gorgées avec du cholestérol ou les cellules hépatiques. 
 
3. Le transport du cholestérol cellulaire par les lipoprotéines 
 Vu les rôles importants que jouent les dyslipidémies et les accepteurs 
plasmatiques dans la régulation du cholestérol dans l’athérosclérose, il faut 
maintenant aborder l’étape du transport du cholestérol par les lipoprotéines 
plasmatiques permettant la production et le remodelage et finalement l’élimination 
hépatique des lipoprotéines qui permet la production d’acides biliaires au niveau du 
foie, afin d’éviter l’excès de cholestérol plasmatique. Trois voies différentes sont 
impliquées dans la synthèse et le catabolisme des lipoprotéines : la voie endogène, 
la voie exogène et la voie des HDL. L’assemblage des lipoprotéines par la voie 
endogène et exogène se produit de manière intracellulaire, au contraire de la voie 
des HDL qui se produit essentiellement de manière extracellulaire.233  
 
3.1. Métabolisme des lipoprotéines contenant l’apoB 
 Afin de pouvoir transporter les lipides qui font généralement partie de notre 
alimentation à travers un environnement principalement constitué d’eau, la 
formation de véhicules transportant ces lipides est essentielle puisque ceux-ci sont 
entreposés et utilisés comme source d’énergie pour l’organisme. Ainsi, ces 
véhicules que l’on nomme lipoprotéines sont nécessaires au bon fonctionnement du 
métabolisme des lipides puisqu’elles permettent la livraison de lipides vers les tissus 
qui les synthétisent ainsi que les tissues qui les utilisent, les dégradent ou les 
emmagasinent. Une lipoprotéine plasmatique se définit comme étant un complexe 
soluble constitué de lipides et protéines spécialisées Ces protéines spécialisées sont 
des apolipoprotéines qui permettent la solubilisation des lipides dans le plasma en 
assurant la stabilité des lipides dans la particule lipoprotéique. Elles préviennent 
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aussi la formation d’agrégats qui peuvent nuire à la circulation et occasionner la 
formation de caillots sanguins. Or, la synthèse des lipoprotéines s’effectue en deux 
sites spécifiques dans le corps, soit l’intestin et le foie. Ces deux sites génèrent par 
un mécanisme similaire des lipoprotéines riches en TG, qui sont composées d’une 
apolipoprotéine principale soit l’apoB de longueur variable, d’un noyau fait de 
lipides neutres (TG, CE) et qui sont enveloppées d’une monocouche de lipides 
polaires (CL, PL). Le métabolisme des lipoprotéines se fait à partir de ces deux sites 
définis, respectivement, comme étant les voies exogènes et la voie endogène du 
cholestérol. Les deux voies empruntent sensiblement le même processus 
d’assemblage et de sécrétion, mais impliquent aussi des processus spécifiques liés à 
chacun des types cellulaires. 
 
3.1.1. Les voies exogènes du métabolisme des lipoprotéines (la voie de 
l’intestin) 
3.1.1.1. L’absorption de cholestérol  
 Les lipides provenant de l’alimentation ne sont pas facilement absorbables par 
les cellules intestinales, les entérocytes. Pour ce faire, l’absorption des lipides 
ingérés suit un processus en deux étapes soit une partition afin de pouvoir pénétrer 
la membrane apicale des entérocytes et ensuite un transfert à partir de la membrane 
plasmique vers un compartiment intracellulaire, le RE pour amorcer la ré-
estérification du CL et l’assemblage de lipoprotéines riches en TG.234  
 
 La première étape consiste en un processus d’émulsification des graisses 
alimentaires par la bile et d’hydrolyse des TG, PL et CE par l’action des lipases 
pancréatiques et engendre des produits tels que du monoacylglycérol, des acides 
gras, du CL et des lysophospholipides qui sont complexés à des sels biliaires pour 
former des micelles lipidiques mixtes qui pourront interagir avec les entérocytes.235 
Les micelles subissent des collisions avec la bordure en brosse de l’intestin grêle, 
spécialement dans le segment mobile du jéjunum. L’entrée des lipides de ces 
micelles peut être entreprise par une simple diffusion passive selon un gradient de 
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concentration ou bien par le biais d’une liaison à des protéines 
transporteurs/récepteurs situées sur la membrane apicale du jéjunum. Les récepteurs 
impliqués sont SR-BI et CD36 qui ont pour fonction de faciliter la captation de 
cholestérol dans les entérocytes.234 En effet, chez des modèles murins, on a observé 
ces récepteurs sur la paroi de la membrane apicale, soit au niveau du duodénum et 
du jéjunum proximal pour SR-BI et au niveau du jéjunum distal et iléum pour 
CD36.234  
 
 D’autres transporteurs participent à la régulation de cette séquestration par 
SR-BI et CD36. La présence de transporteurs ABC est aussi observée sur la 
membrane apicale des entérocytes, soit les transporteurs ABCG5/ABCG8 qui 
limitent la quantité de cholestérol absorbée en excrétant l’excès de cholestérol entré 
vers la lumière de l’intestin, de même que les stérols d’origine végétale, comme le 
-sitostérol.236 Une fois entrée, la deuxième étape de l’absorption est enclenchée. En 
effet, le cholestérol est transféré vers le RE par une protéine intracellulaire de 
transport soit la NPC1L1 (Niemann-Pick C1-like 1) qui déplace le cholestérol vers 
le RE.237  
 
 De plus, afin d’augmenter la captation de cholestérol dans la lumière de 
l’intestin, un transporteur ABCA1 est situé sur la membrane basolatérale des 
entérocytes et est crucial pour la sécrétion intestinale d’HDL vers la circulation, ce 
qui représente près de 30 % de la quantité de HDL dans le corps.238 La sortie de 
cholestérol par ABCA1 permet le maintien du gradient de concentration qui 
alimente l’entrée de micelles vers la bordure en brosse de l’intestin.  
 
3.1.1.2. Assemblage et sécrétion des chylomicrons dans les 
entérocytes 
 Dans les membranes du RE, une ré-estérification a lieu où les acides gras 
interagissent avec le monoacylglycérol, le cholestérol et un lysoPL pour récréer des 
TG, du CE et des PL. Les TG vont être entreposés en deux endroits pour être 
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disponibles en tout temps pour l’assemblage des lipoprotéines. Une partie des TG 
synthétisés va être rassemblée en un pool dans la lumière du RE, l’autre partie va 
être entreposée dans un pool localisé dans le cytosol et est accessible au RE.235  
 
 La production de CM, une lipoprotéine riche en TG provenant de la diète, 
prend place au niveau du RE. La fonction primaire des CM est de transporter 
l’importante quantité de lipides provenant de la diète vers les tissus périphériques. 
En effet, la synthèse de la protéine spécialisée, apoB, qui compose les CM est 
effectuée dans la membrane du RE rugueux.239  
 
 Cette apolipoprotéine est notoirement différente des autres apolipoprotéines 
plasmatiques puisqu’elle n’est pas transférable lors d’échanges entre les 
lipoprotéines.240 Le même gène d’APOB est exprimé dans les membranes du RE 
des cellules intestinales et hépatiques. Deux isoformes protéiques d’apoB sont 
toutefois produites de la transcription de l’ARNm, parce qu’un processus d’édition 
de l’ARNm cause une désamination d’une cytidine en uridine, qui introduit un 
codon stop, ce qui met un terme à la traduction après que 48 % de la protéine apoB-
48 ait été traduite au niveau de l’intestin.241 L’apoB-100 est donc produite au niveau 
du foie chez l’humain. Chez le rat et la souris, les deux formes sont synthétisées et 
sécrétées par le foie.242 Cet épissage permet le contrôle de l’acheminement des 
lipides aux tissus appropriés, puisque l’apoB-48 ne peut se lier au rLDL tandis que 
l’apoB-100 le peut.243  
 
 La protéine apoB-48 peut suivre deux destins. Le premier destin mène à la 
production de lipoprotéines par l’action d’une enzyme soluble dans la lumière du 
RE, la MTP (microsomal triglyceride transfer protein), un hétérodimère qui 
favorise la translocation de l’apoB-48 à partir de la membrane du RE vers la lumière 
où a lieu l’assemblage.244 La MTP transfère aussi une petite quantité de TG, du CL 
et des PL à l’apoB-48, puisque pour initier l’assemblage de lipoprotéines, la 
protéine apoB doit être associée à des lipides.245,246 Sinon, le deuxième destin mène 
à la dégradation de la protéine si celle-ci n’est pas complexée à des lipides.  
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 C’est dans le RE lisse que l’addition de lipides neutres soit une plus grande 
quantité de TG et de CE se fait en augmentant la taille de ce précurseur de CM. En 
plus de permettre la lipidation et la translocation de la lipoprotéine précurseur de 
CM, la MTP a pour fonction de permettre le mouvement du pool cytosolique de TG 
dans la lumière du RE afin d’alimenter la maturation de la CM qui y est produite.247 
Le RE est aussi le site de synthèse de plusieurs autres apolipoprotéines tels que 
l’apoA-I et plusieurs apoA-IV. Simultanément, l’apoA-IV va fusionner avec le 
précurseur de CM afin d’assembler une lipoprotéine ayant un noyau lipidique neutre 
et une monocouche de cholestérol polaire incluant l’apoB-48 et de l’apoA-IV. La 
particule déforme aussi la membrane du RE lisse en utilisant l’hydrolyse d’ATP et 
en faisant appel à des L-FABP (Liver-fatty acid binding protein) qui permettent le 
bourgeonnement et la libération d’une vésicule de transport.248  
 
 Pour terminer le cycle de maturation et entamer la sécrétion des CM, la 
vésicule de transport contenant les CM naissants fusionne avec la membrane de 
l’appareil de Golgi et déverse son cargo dans la lumière de celle-ci.239 L’apoA-I va 
être exportée à l’appareil de Golgi par un système de transport de vésicules différent 
des précurseurs de CM, en parallèle. Ce système de transport implique des COPII 
(coatomer II protein) qui permettrait sa captation, son bourgeonnement et son 
exportation à partir de la membrane du RE.249 À cette étape, la lipoprotéine 
naissante acquiert encore des TG. Dans la lumière du Golgi, la protéine d’apoA-I 
s’attache au précurseur de CM, transformant celui-ci en une forme mature de CM.  
 
 Un autre bourgeonnement, cette fois dans l’appareil de Golgi, crée une 
vésicule de transport encore plus grande, qui fusionnera avec la membrane 
basolatérale afin de relâcher par exocytose son contenu dans l’espace 
extracellulaire, puis les capillaires lymphatiques (chylifères) au niveau du 
mésentère.239,250 
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3.1.1.3. Métabolisme et élimination des CM de la circulation. 
 Lorsque les CM rejoignent la circulation sanguine par le canal thoracique au 
niveau de la veine sous-clavière, ils échangent assez rapidement des 
apolipoprotéines avec d’autres lipoprotéines circulantes. En effet, plusieurs 
apolipoprotéines échangeables lui sont majoritairement conférées par les HDL. Les 
CM se déchargent principalement de l’apoA-I et l’apoA-IV acquises dans les 
cellules intestinales qu’ils transfèrent aux HDL et acquièrent de l’apoE et de 
l’apolipoprotéine C-II (apoC-II).233 L’apoE qui est produite par les macrophages et 
le foie s’avère cruciale dans le mécanisme de clairance des CM.251 De plus, l’apoC-
II est aussi essentielle pour les lipoprotéines riches en TG puisqu’elle agit comme 
co-facteur activant la LPL 252 qui hydrolyse les liens ester des TG présents dans les 
CM, en acides gras et monoacylglycérols qui sont utilisés par les tissus cibles des 
CM. La LPL est localisée sur les cellules endothéliales des capillaires.253  
 
 Chez l’humain, une déficience en LPL est associée à une hypertriglycéridémie 
sévère résultant en un faible niveau de HDL.254 La LPL initie donc le catabolisme 
des CM dans la circulation sanguine et au niveau des cellules endothéliales des 
tissus-cibles des CM. En effet, les acides gras engendrés sont assimilés par les 
muscles squelettiques et les tissus adipeux qui les utilisent comme carburant du 
métabolisme oxydatif (source d’énergie) ou comme forme d’entreposage.253  
 
 Cette hydrolyse des les lipoprotéines riches en TG par la LPL se fait 
continuellement, jusqu’à ce que 85 % du contenu initial en TG soit hydrolysé. 255 
Or, lorsque la lipolyse par LPL touche à sa fin, la lipoprotéine perd sa molécule 
d’apoC-II, qui est reprise par des particules HDL.256 Le produit de ces hydrolyses en 
continu et de cet échange crée des lipoprotéines que l’on nomme résidus de CM 
(rCM). Le site d’élimination des rCM est le foie. En effet, plusieurs mécanismes 
hépatiques sont possibles pour favoriser l’élimination sanguine des rCM.  
 
 Il a été démontré que les rCM traversent des fentes entre les cellules 
endothéliales qui tapissent les sinusoïdes hépatiques pour se retrouver dans un 
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espace nommé l’espace de Disse, selon un processus de tamisage où seul les petits 
CM ou des rCM peuvent passer.256 Dans cet espace, les rCM peuvent entreprendre 3 
voies possibles pour être catabolisées par les cellules hépatiques. Premièrement, une 
portion des rCM peut être captée par le rLDL. Malgré l’absence de liaison avec 
l’apoB-48, qui ne possède pas de région de liaison vu sa traduction écourtée,257 les 
rCM peuvent être séquestrés par le rLDL via leur interaction avec l’apoE. 
Deuxièmement, les rCM peuvent acquérir beaucoup d’apoE, puisque l’espace de 
Disse est une zone enrichie en apoE 258 ce qui mène par la suite à la captation par la 
protéine apparentée au rLDL, la LRP1 (LDL-receptor related protein 1), un 
récepteur appartenant à la famille des rLDL. Troisièmement, les rCM peuvent être 
séquestrés par des protéoglycanes d’héparane-sulfate, présentes tant sur les cellules 
endothéliales qu’hépatiques et qui se lient à l’apoE de la lipoprotéine. De plus, il est 
aussi possible qu’un autre acteur, soit la lipase hépatique (HL), elle aussi présente 
sur les deux types cellulaires délimitant l’espace de Disse, interagisse avec la 
portion apoB-48 du rCM. Les rCM séquestrés sont aussitôt transférés par rLDL 
et/ou à la LRP.259  
 
3.1.2. La voie endogène du cholestérol (du foie vers les tissus 
périphériques)
3.1.2.1. Métabolisme des lipoprotéines à très basse densité 
(VLDL)
 La voie endogène impliquant les VLDL (very low density lipoprotein) se fait 
séquentiellement à la voie exogène. En dépit de la phase exogène du cholestérol, le 
foie demeure le contributeur principal des TG plasmatiques en situation de jeûne.260 
De plus, l’assemblage et la sécrétion des VLDL se fait sensiblement de la même 
manière que pour les CM à quelques différences près.261 En effet, au lieu d’être 
composés d’une molécule d’apoB-48, les VLDL sont plutôt munis d’une particule 
d’apoB-100, produite sur les membranes du RE du foie. L’assemblage ainsi que la 
sécrétion se fait à partir du foie et non de l’intestin. De plus, la VLDL est assemblée 
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dans le RE mais mature dans l’appareil de Golgi avant d’être incluse dans une 
vésicule de transport qui fusionnera avec la membrane cellulaire de l’hépatocyte.  
 
Dans les cellules HepG2, un modèle de l’hépatocyte humain en culture, seulement 
20 % de l’apoB-100 produite dans la membrane du RE rugueux entreprend la 
translocation dans la lumière du RE afin d’entamer la formation de VLDL, l’autre 
partie est retenue et entreprend une dégradation intracellulaire.262  
 
De plus, pour initier la production des VLDL, contrairement aux CM qui utilisent 
les TG absorbés de la diète par les entérocytes, quatre sources potentielles de lipides 
sont utilisées, soit 1) la synthèse de novo d’acides gras, 2) les acides gras libres 
circulant dans le plasma, 3) les pools intracellulaires de TG hépatiques créés par le 
RE et 4) les TG de lipoprotéines provenant de la séquestration hépatique.242  
 
 Parmi les quatre sources, la synthèse de novo et la captation des acides gras 
libres circulants contribuent le plus à la formation des VLDL chez l’humain, bien 
que ceci soit débattu. Une augmentation d’acides gras libres dans le sang dû à une 
mobilisation à partir des tissus adipeux lors d’une période de jeûne, stimule la 
synthèse de TG hépatiques et la sécrétion de VLDL.263 Ceci permet donc un 
transport de lipoprotéines contenant l’apoB-100 vers les tissus adipeux et les 
muscles afin de les réalimenter en substrats du métabolisme énergétique.  
 
 Par ailleurs, un autre facteur qui diffère entre les CM et les VLDL est leur 
niveau de densité où les CM possèdent une densité intrinsèque plus faible que les 
VLDL. En ce qui a trait à leur métabolisme plasmatique, les VLDL sont rapidement 
prises en charge par la LPL qui agit sur les lipoprotéines riches en TG. L’hydrolyse 
menée par la LPL produit des résidus de VLDL, nommés lipoprotéines de densité 
intermédiaire (IDL). Environ 30 % de ces résidus vont être séquestrés par les 
cellules hépatiques, soit par le rLDL (apoB-100 et/ou apoE-dépendant) ou par le 
LRP avec l’aide de la LPL qui se lie au IDL et promeut leur captation.264 
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Cependant, 70 % des IDL vont demeurer dans la circulation afin de subir l’action 
d’une autre lipase, soit la HL (hepatic lipase).  
 
 La HL possède deux activités de lipolyse puisqu’elle est une TG hydrolase et 
une phospholipase A1, donnant comme produit des acides gras libres, du glycérol 
ainsi que des lysoPL.265 La HL peut agir sur toutes les lipoprotéines du métabolisme 
des lipides, mais de manière prédominante sur les IDL pour initier la production de 
particules LDL.266 Les IDL qui ne subissent pas d’hydrolyse vont eux aussi être 
séquestrées par les récepteurs rLDL au niveau de tissus périphériques ou par le foie. 
Une modulation autre que celle due aux lipases peut agir sur les VLDL et les IDL. 
En effet, les VLDL peuvent aussi être dépourvus de leurs PL excédentaires par 
l’action de la protéine de transfert PLTP (phospholipid transfer protein) sur les 
HDL.267  
 
 La PLTP ne possède aucune activité de transfert pour les lipides neutres.268 De 
plus, afin d’enrichir les lipoprotéines en CE, les VLDL et les IDL interagissent avec 
les HDL par l’entremise d’une autre protéine de transfert plasmatique, la CETP. 
L’échange de CE et de TG qui s’ensuit se fait de manière équimolaire entre les 
lipoprotéines riches en TG et les HDL.269 Les particules de LDL découlant de 
l’hydrolyse ou de la modulation par des protéines de transfert des VLDL/IDL 
possèdent donc 80-90 % moins de TG et PL et sont plus riches en CE.  
 
 Le parcours des LDL peut se dérouler de deux façons : soit la LDL est 
capturée par son récepteur au niveau hépatique et dans tous les tissus périphériques 
puis subit l’endocytose, soit elle subit des modifications dans la paroi vasculaire et 
est séquestrée par des récepteurs d’épuration et/ou des récepteurs impliqués dans 




3.1.2.2. Catabolisme et élimination des LDL 
 Pour initier la séquestration des particules LDL par les hépatocytes, ces 
lipoprotéines doivent, pareillement aux CM, aux VLDL et aux IDL, traverser 
l’espace de Disse, délimité par les cellules endothéliales vasculaires. La membrane 
des hépatocytes est parsemée de puits tapissés de clathrine, des structures servant de 
point de départ pour l’endocytose et où les rLDL sont ancrés. Les particules de LDL 
et leur récepteur sont captés et internalisés comme des complexes.270 La liaison 
entre l’apoB-100 et/ou l’apoE sur la LDL initie un mouvement d’un ensemble de 
complexes protéiques intracellulaires, dont la clathrine vers la membrane afin de 
permettre l’invagination de la membrane et la formation de vésicules 
intracellulaires.271 Les complexes ligand/rLDL se concentrent et se regroupent dans 
les puits recouverts de protéines clathrines. Une endocytose des complexes et d’une 
infime partie de liquide extracellulaire s’ensuit et la vésicule créée s’internalise dans 
l’espace intracellulaire.272 Il y a alors relâchement des complexes protéiques de 
clathrines, qui sont recyclés par la cellule. L’endosome initie alors l’acidification de 
son contenu par l’activation de la pompe à protons, la v-ATPase, mentionnée 
antérieurement et permet le repliement du rLDL afin que celui-ci libère son ligand, 
la LDL. Une partie des rLDL bourgeonne hors de l’endosome afin d’être recyclés et 
envoyés vers la membrane cellulaire afin de continuer leur rôle de clairance de 
lipoprotéines contenant l’apoB, alors qu’une autre partie peut être aussi dégradée 
dans les endosomes.271 Une fusion entre l’endosome tardif et un lysosome permet la 
conversion de CE en CL via la LAL comme présenté antérieurement, où le CL est 
transporté hors de la vésicule par les protéines NPC 273 vers le RE de la cellule 
hépatique, créant un pool intracellulaire de CL disponible pour différents destins 
selon les mécanismes de régulation du RE.274  
 
 Or, il est alors important que des mécanismes de régulation soient présents 
afin de contrôler les variations du cholestérol cellulaire et assurer l’élimination des 
LDL au niveau hépatique. Une des voies de régulation du LDL-C plasmatique est 
principalement la biosynthèse hépatique de cholestérol ainsi que le rLDL des 
cellules hépatiques.275 En effet, le CL nouvellement arrivé par la captation du rLDL 
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diminue le nombre de rLDL présent au niveau de la surface membranaire afin de 
ralentir la séquestration des LDL.276 En initiant l’activation de gènes par le SREBP, 
un facteur de transcription qui se lie à des éléments de réponse de gènes tels que la 
HMG-CoA réductase277 et l’ACAT278, le niveau de cholestérol hépatique est 
fermement contrôlé.279  
 
 Récemment, on a découvert qu’un mécanisme de régulation des taux 
cellulaires de rLDL se fait grâce à la protéine PCSK9 (proprotein convertase 
subtilisin/kexin type 9). Cette protéine est exprimée particulièrement dans le foie, 
l’intestin et les reins.280 La PCSK9 est synthétisée dans le RE en tant que 
proprotéine, qui effectue un clivage auto-catalytique afin d’obtenir sa forme mature 
de 63 kDa. La protéine est ensuite acheminée vers l’appareil de Golgi pour être 
sécrétée dans la circulation sanguine sous une forme complexe avec sa pro-
région.281 Ainsi, la source majeure de PCSK9 circulante est le foie.280  
 
 Pour valider son implication dans la régulation du LDL-C, on a démontré 
qu’une surexpression de PCSK9 dans la souris diminue de manière importante le 
niveau des rLDL hépatiques et augmente directement le niveau de LDL-C 
plasmatique.282  
 
 D’abord, la PCSK9 se lie directement au rLDL de manière extracellulaire. 
Afin que PCSK9 cause la dégradation du rLDL, le complexe doit subir l’endocytose 
puisque uniquement les rLDL matures sont accessibles suite à la sécrétion de 
PSCK9.283 De plus, l’affinité de liaison entre PCSK9 et rLDL est grandement 
augmentée en présence d’un pH acide, condition que l’on retrouve principalement 
dans l’endosome contenant les rLDL matures.284 Pour ce faire, PCSK9 peut se lier 
au rLDL de deux manières. La PCSK9 circulante peut directement se lier au rLDL 
ou bien PCSK9 peut se lier dans la circulation à des particules LDL, qui est ensuite 
séquestrée par le rLDL. Lors de l’endocytose avec le rLDL, la PCSK9 bloque le 
changement de conformation du rLDL qui lui permet d’être recyclé, et le redirige 
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ainsi vers les endosomes tardifs et, ultimement, les lysosomes où le complexe est 
dégradé.283 
 
3.2. La voie des HDL (le TIC) 
3.2.1. La biogénèse et la maturation des HDL 
 Les particules HDL possèdent plusieurs fonctions antiathérogènes mais la plus 
importante est le TIC. Ce processus promeut le transport de CL excédentaire vers le 
foie, afin qu’il puisse être éliminé de l’organisme lors de la sécrétion de bile dans 
l’intestin, rétablissant ainsi le niveau de cholestérol cellulaire dans les tissus 
périphériques (les macrophages) et le niveau de cholestérol plasmatique.285 Le TIC 
ne se limite pas uniquement à son rôle au niveau du macrophage, qui ne représente 
en réalité qu’une infime partie de la mobilisation cellulaire du CL de tous les tissus 
périphériques, mais qui est toutefois d’une importance non-négligeable en ce qui 
concerne l’athérosclérose.286 Ce processus biologique introduit la dernière voie 
possible pour le transport du cholestérol par des lipoprotéines et implique la 
génération ainsi que la maturation des HDL, qui comme mentionné plus haut, se 
distinguent des autres lipoprotéines quant à leur biosynthèse.  
La biogénèse des HDL se fait par une combinaison de plusieurs sources 
d’apoA-I, une protéine qui constitue près de 70 % de la composition protéique des 
particules HDL 287 : 1) à partir d’un réservoir d’apoA-I nouvellement synthétisée 
par les hépatocytes et les entérocytes, 2) à partir d’apoA-I recyclée provenant du 
catabolisme des lipoprotéines riches en TG et 3) d’HDL matures ayant subi un 
remodelage plasmatique. La régulation de la production de l’apoA-I hépatique 
s’effectue principalement de manière transcriptionnelle. Des facteurs tels que 
l’alimentation ou la sécrétion d’hormones comme les estrogènes augmentent son 
ARNm.288 Il y a aussi présence d’apoA-II et apoA-IV sur les HDL, en de moins 





 Un groupe hétérogène de particules différant par leur forme, leur taille et 
densité, leur charge ainsi que leur composition en lipides et en protéines est généré 
par l’efflux de cholestérol dirigé vers l’apoA-I.289 La première forme d’HDL 
produite par l’efflux de CL est celle qu’on identifie comme la pré--HDL. Cette 
dernière possède une forme discoïdale et est composée majoritairement d’apoA-I, 
de PL et d’une très faible portion de CL, sans apport en apoA-II.290 Le terme de pré-
 fait référence à sa mobilité électrophorétique sur gel d’agarose lorsqu’un 
échantillon de plasma complet est séparé sur gel.291 La migration des particules pré-
 est plus lente (moins mobile) dans un gel soumis à un champ électrique par 
rapport aux particules ayant une mobilité en position , puisqu’elles possèdent une 
charge négative plus faible.292 De plus, cette fraction représente uniquement 5 % de 
l’apoA-I totale dans la circulation.293 Des particules HDL peuvent être aussi 
synthétisées avec de l’apoE sécrétée par le foie et les macrophages produisent.294 
Effectivement, l’apoE peut, comme l’apoA-I, interagir avec l’ABCA1 pour générer 
des particules naissantes d’HDL.295 Le devenir de ces particules est très mal défini 
 
 Une fois transféré de la surface cellulaire, le CL de la pré--HDL sera estérifié 
par l’action d’une enzyme plasmatique, la LCAT (lécithine : cholestérol 
acyltransférase), ce qui favorise la répartition du CE dans le noyau hydrophobe de la 
lipoprotéine qui caractérise la maturation progressive de la particule d’HDL. Les 
particules d’HDL munies d’apoE, elles, sont beaucoup plus larges que celles ayant 
de l’apoA-I.296 Le processus de lipidation de l’apoA-I réduit sa clairance par les 
reins.297 De plus, l’estérification par la LCAT prévient le retour de CL vers les 
cellules périphériques (dont les macrophages) par diffusion passive, assurant ainsi 
une élimination nette du CL excédentaire dans les cellules en surcharge.298 
 
 La LCAT est principalement produite dans le foie, mais aussi synthétisée dans 
le système nerveux.299 La LCAT, majoritairement liée aux HDL, est activée par 
l’apoA-I dans les pré--HDL 300 et l’apoE sur les HDL la contenant.301 Elle catalyse 
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le transfert d’un groupement acyle en position sn-2 de la lécithine vers le 
groupement 3-hydroxy du CL afin de produire du CE et de la lysolécithine.302,303  
 
 La maturation des particules pré--HDL entamée par la LCAT entraîne la 
formation d’une autre fraction qui constitue la majorité des HDL retrouvée dans la 
circulation. Ces particules ont plutôt une forme sphérique et une mobilité 
électrophorétique à la position .291 Deux sous-classes de HDL sphériques diffèrent 
par leur taille, densité et composition. Ces deux sous-classes sont les HDL3 et les 
HDL2. 65 % de l’apoA-I chez l’humain est contenue dans les HDL3 contre 25 % 
sous forme de la HDL2.304 L’activité de la LCAT permet aussi à la particule HDL3 
de maturer en HDL2, une particule plus riche en CE. Les particules d’HDL sont 
aussi des accepteurs de CL via les autres lipoprotéines, notamment les LDL, un 
transfert qui est dépendant de la LCAT.297 (Figure 4:1 à 4, p.63) 
 
 Chez l’humain, une déficience complète en LCAT est associée à une 
diminution marquée des niveaux d’HDL-C et à une hausse des niveaux de pré--
HDL plasmatiques.305 En effet, une corrélation négative significative a été établie 
chez des patients souffrant de MCAS entre l’activité de la LCAT et les niveaux de 
pré--HDL.305 Cependant, un changement dans l’activité de la LCAT ne semble pas 
affecter le TIC, puisque chez l’humain, le CL des HDL peut malgré tout être 
transféré directement au foie et sécrété dans la bile même en absence de LCAT 
fonctionnelle.288 La LCAT joue donc un rôle important dans la maturation des HDL, 
mais son activité sur le TIC reste encore à définir avec certitude. 
 
3.2.2. Le remodelage et la conversion des HDL 
 Les particules HDL dans la circulation sont sujettes à des processus de 
remodelage, soit par les enzymes lipolytiques, soit par les protéines de transfert de 
lipides.  
 
 D’abord, les particules HDL sont soumises à l’action de plusieurs lipases 
plasmatiques. L’action de la HL, une glycoprotéine sécrétée majoritairement par le 
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foie, mais aussi par les macrophages, 306 permet l’hydrolyse des TG et des PL sur 
les particules HDL2 et les remodèle en des particules plus denses et plus petites soit 
des HDL3 et des pré--HDL et peut-être une apoA-I pauvrement lipidée. Ceci 
permet aux HDL de renouveler leur cycle en tant qu’accepteurs de CL à partir des 
sites en excès de CL ou de favoriser le catabolisme de l’apoA-I par les reins.288,307  
 
 De plus, la HL augmente la captation sélective du CE des HDL dans les 
cellules hépatiques et non-hépatiques, sans pour autant augmenter la sécrétion 
biliaire des stérols.306 Ainsi, une déficience en HL chez l’humain est associée à une 
augmentation modeste du HDL-C et des particules HDL2 avec un enrichissement en 
TG. Cette hyperalphalipoprotéinémie est attribuée à un catabolisme ralenti de 
l’apoA-I chez l’humain.308 De surcroît, cette déficience augmente aussi le risque de 
développer l’athérosclérose, puisqu’il y a présence, en parallèle, de niveaux élevés 
de lipoprotéines athérogènes.309  
 
 Par ailleurs, une autre lipase est aussi impliquée dans le remodelage des HDL. 
La lipase endothéliale (EL) fait partie de la même famille que la LPL et la HL, mais 
démontre essentiellement une activité de phospholipase contrairement à la HL qui 
est aussi une lipase des triglycérides. Cette lipase est synthétisée dans les cellules 
endothéliales de la surface vasculaire et hydrolyse plus efficacement les HDL que 
les autres classes de lipoprotéines, puisque les PL des HDL semblent être son 
substrat préféré.310,311 Son mode d’action implique l’hydrolyse des PL sur les HDL, 
ce qui déstabilise la particule et résulte en une perte de molécules d’apoA-I 
pauvrement lipidées, qui sont rapidement éliminées par les reins.312 En même 
temps, le CE restant sur la particule HDL est rendu plus susceptible à être capté 
sélectivement par la voie du SR-BI hépatique, sans altération de la sécrétion du 
cholestérol biliaire.312 Les lipases plasmatiques jouent donc des rôles importants 
dans le métabolisme des HDL  
 
 En plus des processus lipolytiques, les échanges entre les classes de 
lipoprotéines contenant l’apoB et les particules de HDL constituent un autre aspect 
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du remodelage des HDL. Ces échanges peuvent expliquer l’aspect dynamique du 
métabolisme des HDL. Des protéines de transfert sont au cœur des échanges 
lipidiques entre les lipoprotéines circulantes. Premièrement, la CETP est une 
glycoprotéine, membre de la famille des LBP (lipopolysacharide-binding proteins) 
qui est synthétisée par le foie, le tissu adipeux et les macrophages et qui circule dans 
le plasma en étant lié aux HDL.313 Elle promeut le transfert de CE synthétisé par la 
LCAT à partir des HDL2 contre des TG des lipoprotéines contenant l’apoB, 
résultant ainsi en un appauvrissement en CE et un enrichissement en TG pour la 
particule d’HDL et ce qui occasionne ultimement une réduction de sa taille.288 
(Figure 4 :6-7, p.63) Cette protéine de transfert est essentielle dans le processus de 
conversion de HDL matures vers des particules plus petites, soit un mouvement de 
l’apoA-I des -HDL vers les pré- HDL.314,315 Ce faisant, la CETP tend à 
uniformiser la distribution de lipides dans la circulation sanguine.288  
 
 Dans le plasma humain, la majorité de la CETP est retrouvée associée avec les 
HDL.316 La CETP est responsable de toute l’activité de transfert de lipides neutres, 
CE et TG, entre les lipoprotéines dans le plasma humain, mais contribue aussi 
faiblement au transfert des PL.317 En effet, la CETP possède des sites de liaison aux 
lipoprotéines pour les lipides neutres ainsi que les PL.318 Les effets de la CETP sont 
intensifiés en cas d’hypertriglycéridémie et lors de la phase postprandiale. En effet, 
plusieurs facteurs présents dans ces situations stimulent l’activité de la CETP. La 
lipolyse des VLDL par la LPL permet de moduler le transfert par la CETP,319 en 
grande partie, par l’accumulation d’acides gras à la surface des VLDL.320 Ceci 
renforce la liaison de la CETP sur les particules. Une stimulation de la CETP peut 
aussi se faire lors de l’hydrolyse gouvernée par la HL.321 Donc, tout enrichissement 
de lipides sur une particule HDL permet à cette dernière d’être un excellent substrat 
pour la CETP.322,323  
 
 Par ailleurs, la CETP régule le taux de livraison du CE à partir du plasma vers 
le foie.324 En effet, l’activité de la CETP influence le mouvement du CE entre les 
lipoprotéines et les cellules.325 Par exemple, dans des cellules HepG2, le transfert de 
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CE des HDL vers des LDL par la CETP favorise la captation du CE par ces cellules 
hépatiques.326 Le transfert de CE par la CETP augmente donc de manière indirecte 
le transport de cholestérol vers le foie par les lipoprotéines riches en apoB, à partir 
des voies du rLDL ou des récepteurs impliqués dans la captation de résidus de 
lipoprotéines riches en TG.326  
 
 Or, une déficience en CETP plasmatique a été rapportée chez plusieurs 
familles japonaises montrant une hyperalphalipoprotéinémie.327 Cette déficience 
génétique de la CETP est associée à une augmentation marquée du HDL-C328, qui 
n’a aucun bénéfice sur l’efflux via ABCA1 mais qui augmente l’efflux médié par 
SR-BI.329 De plus, une absence de CETP augmente les niveaux de pré--HDL, dû à 
une réduction du remodelage des larges particules de HDL330 et à l’interaction de 
ces dernières avec la PLTP qui permet de former des particules HDL plus petites et 
de différentes mobilités électrophorétiques.331 
 
 Une autre protéine de transfert agit sur les HDL. La PLTP exerce un rôle 
important dans le remodelage des particules HDL, soit une activité de transfert de 
PL319, qui influence la composition et la taille des HDL.332 La plupart des tissus 
expriment cette protéine, mais les contributeurs majeurs sont le foie, les 
macrophages, ainsi que le tissu adipeux.333  
 
 Chez l’humain, deux formes de PLTP sont retrouvées dans le plasma soit la 
HA-PLTP (high activity-PLTP) ou la LA-PLTP (low activity-PLTP).334 La HA-
PLTP est associée aux lipoprotéines ayant l’apoA-I et la LA-PLTP, avec celles 
munies d’apoE.335 Néanmoins, la HA-PLTP est la seule forme capable d’effectuer le 
remodelage des HDL336, qui est contrôlé par trois facteurs : 1) la composition en 
apolipoprotéines de la HDL337, 2) le contenu enrichi en TG du noyau lipidique338 et 
3) le transfert efficace de PL.339  
 
 Liée aux HDL340, elle permet premièrement le transfert général de PL à partir 
des lipoprotéines riches en TG vers les HDL par l’élaboration d’un complexe 
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ternaire entre la lipoprotéine donneuse et accepteuse, facilitant ainsi le transport de 
PL.341,342 (Figure 4 :6-7, p.63) De plus, sa capacité de remodelage des particules 
HDL permet la formation de HDL plus larges, résultant d’une fusion, ainsi que la 
production de pré--HDL à partir des HDL matures, améliorant la capacité des HDL 
à acquérir plus de cholestérol cellulaire.343 En effet, le processus transfère les PL, ce 
qui initie un relargage d’apoA-I pauvrement lipidée342 et initie la fusion de HDL 
rendues instables.344  
 
 La PLTP peut aussi remodeler les lipoprotéines riches en TG durant la phase 
postprandiale, conduisant à l’intégration des résidus de la lipolyse dans les 
particules d’HDL.342 De plus, la PLTP agit également sur les HDL constituées 
d’apoE, produisant des petites et grosses particules sans dissociation de l’apoE, 
favorisant ainsi la production d’un autre accepteur potentiel pour le CL et PL 
cellulaire.345 Cette protéine de transfert ne possède, cependant, aucune activité de 
transfert pour les lipides neutres.267 Sa déficience chez l’humain n’a pas été 
identifiée à ce jour mais on sait qu’une augmentation de l’activité plasmatique dans 
l’obésité ou le diabète de type II constitue un facteur de risque pour les MCV.346 
Toutefois, la relation entre son activité plasmatique et son influence sur 




Figure 4: Les différentes étapes du transport inverse du cholestérol (TIC). 
Adapté de Santos-Gallego, 2011286 
A : apoA-I, B : apoB 
1 : sécrétion hépatique et intestinale d’apoA-I, 2 et 3: Formation de pré--HDL et 
HDL naissantes, 4 : Maturation/catabolisme des HDL ,5 : Captation hépatique 
directe par SR-BI, 6 : Remodelage/Échanges entre les HDL et les V(LDL) ,7 : 
Captation hépatique indirecte par rV(LDL), 8 : Création d’AB à partir de CL et 9 : 
Sécrétion hépatique du CL, PL et des AB vers la bile  
3.2.3. La captation hépatique des HDL
3.2.3.1. Le récepteur d’épuration SR-BI 
 L’étape suivante dans le processus visant à éliminer le cholestérol est la 
captation du cholestérol plasmatique par le foie, le site majeur de l’élimination du 
cholestérol. Pour se faire, l’implication de quelques récepteurs hépatiques est 
requise pour initier la liaison avec les lipoprotéines plasmatiques.  
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 Une des ces voies a été préalablement décrite et est dépendante de 
l’endocytose de la LDL et de son récepteur pour entamer le processus de relargage 
du cholestérol. (Figure 4 :7, p.63)  
 
 Une autre voie qui implique la captation cellulaire des lipides véhiculés dans 
les lipoprotéines contenant l’apoA-I sans requérir leur internalisation est celle qui 
fait intervenir un récepteur d’épuration, soit SR-BI ou son homologue humain, 
CLA-1 (CD36- and LIMPII-analogous-1).347 (Figure 4 :5, p.63) La structure de 
cette glycoprotéine d’environ 82 kDa inclut deux domaines transmembranaires et 
cytosoliques ainsi qu’une boucle extracellulaire dont le squelette est lourdement 
chargé avec 9 sites de N-glycosylation.347,348 Son expression est marquée dans les 
tissus connus pour dépendre du CL et du CE des HDL, soit pour la synthèse 
d’acides biliaires (AB), soit pour la stéroïdogénèse (synthèse d’hormones 
stéroïdes).349 De plus, le récepteur SR-BI est localisé principalement à la surface des 
hépatocytes dans des domaines basolatéraux (sinusoïdaux) et canaliculaires 
biliaires.350 En effet, pour atteindre ce dernier site, le récepteur SR-BI subit une 
transcytose vers les canalicules biliaires lorsqu’il est stimulé par le cholestérol.351 
Ce récepteur permet de lier plusieurs ligands tels que les HDL, les LDL natives et 
modifiées ainsi que des PL anioniques sans que la lipoprotéine soit sujette à une 
internalisation et une dégradation.349  
 
 Le SR-BI permet un transport sélectif de CE proportionnel à la quantité 
présente dans la particule HDL vers les hépatocytes.352 La captation sélective de CE 
est fortement dépendante du domaine extracellulaire du SR-BI.353 La liaison de la 
HDL ne suffit pas pour assurer un transfert de CE vers les hépatocytes. La présence, 
la position et l’orientation adéquate est nécessaire afin d’optimiser la captation 
hépatique du CE à partir des HDL par le SR-BI.354 Mais, le pré-requis pour 
entraîner la formation d’un complexe SR-BI-HDL productif est l’interaction 
protéine-protéine entre l’apoA-I et son site de liaison sur la boucle extracellulaire du 
SR-BI.355 De plus, une liaison spécifique sur le récepteur SR-BI requiert une charge 
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négative distribuée sur les résidus de la surface des hélices  composant les 
apolipoprotéines de la HDL.347  
 
 Le récepteur SR-BI préfère lier l’apoA-I des HDL matures. En effet, l’apoA-I 
libre ainsi que les pré--HDL sont des compétiteurs peu efficaces des HDL 
sphériques et sont considérés comme de mauvais ligands auprès du SR-BI pour la 
captation hépatique du CE mais s’avèrent d’excellents accepteurs de CL pour 
l’efflux par le SR-BI.356  
 
 Trois mécanismes ont été proposés afin d’expliquer comment le transfert de 
CE se fait entre la protéine membranaire et la lipoprotéine concernée. Le premier 
modèle propose que le SR-BI permet une semi-fusion entre la monocouche de PL 
présente sur la particule HDL et le feuillet externe de la membrane plasmique 
allouant une possibilité de transfert.353 Le deuxième modèle, lui, fait plutôt allusion 
à la création d’un canal hydrophobe entre la lipoprotéine ainsi que les cellules de la 
membrane plasmique, à travers lequel le CE est transféré, selon un gradient de 
concentration.352 Le troisième modèle fait plutôt appel à une captation sélective par 
les hépatocytes par un processus de rétro-endocytose, qui permet une internalisation 
de la lipoprotéine sans la présence de complexes protéiques comme la clathrine, et 
qui resécrète la particule déplétée dans le plasma sanguin.347,357  
 
 Cependant, la plupart de la séquestration du CE par le SR-BI n’implique pas 
l’endocytose, mais plutôt un transfert entre les deux joueurs clés.358 Une fois 
transféré, le CE provenant du noyau lipidique des HDL est hydrolysé de manière 
extra-lysosomiale par la NCEH, une enzyme microsomale ou cytosolique 
synthétisée dans les hépatocytes, et les particules d’HDL délipidées sont envoyées 
dans la circulation où elles redeviennent des accepteurs de cholestérol.286,359,360 Le 
SR-BI achemine le CE transféré vers un réservoir métaboliquement actif.361 
Néanmoins, le processus de transport du CE vers ce site est peu connu.  
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 Par ailleurs, SR-BI peut aussi stimuler l’entrée de CL vers les cellules, 
résultant en une diminution de CL plasmatique et une augmentation de la sécrétion 
d’AB vers la bile et/ou une livraison vers le même réservoir membranaire 
métaboliquement actif afin que le CL soit estérifié par l’ACAT dans le RE.163,362,363  
 
 En plus de la captation de CE dans les particules HDL, le SR-BI peut aussi 
incorporer le CE des LDL, avec une efficacité moindre que celle observée avec les 
particules d’HDL.364 Cependant, selon des études menées sur un modèle de souris 
transgéniques pour l’apoB humaine surexprimant le SR-BI de souris grâce à un 
adénovirus, aucune diminution n’a été observée au niveau des LDL plasmatiques, ce 
qui démontre que le SR-BI joue un rôle assez minime dans la captation de CE 
présent dans les LDL in vivo.365  
 
 La captation sélective du CE par le SR-BI peut être modulée de deux 
manières, soit en modifiant les propriétés de liaison des ligands ou soit en modifiant 
l’expression du SR-BI. Premièrement, une façon de changer les propriétés de liaison 
est de modifier les particules d’HDL avec l’action des phospholipases telles que la 
sPLA2 et/ou l’EL, qui vont diminuer le contenu en PL des HDL, créant ainsi une 
déstabilisation de la particule.366 Ceci mène à une captation plus efficace par le SR-
BI, résultant en une baisse du HDL-C et une augmentation du cholestérol 
hépatique.367 En effet, la sPLA2 ainsi que la EL augmentent la séquestration du CE 
hépatique de 77 % et 129 % respectivement.368,369 Cependant, ces changements ne 
semblent pas se refléter sur la sécrétion biliaire de cholestérol.  
 
 Or, plusieurs facteurs sont connus pour réguler l’expression du SR-BI et par le 
fait même, son action dans la captation du cholestérol. Une protéine adaptatrice de 
70 kDa, CLAMP (C-terminal linking and modulating protein), aussi connue comme 
la PDZK1, interagit avec un domaine PDZ sur le segment C-terminal du récepteur 
SR-BI et permet de réguler à la hausse la stabilité de la protéine SR-BI à la 
membrane plasmique de l’hépatocyte.370 De plus, une autre protéine, la SPAP 
(small PDZK1-associated protein) peut diminuer l’expression de CLAMP, résultant 
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en un abaissement du niveau d’expression hépatique de SR-BI. 371 De plus, des 
composés pharmacologiques peuvent avoir aussi des effets sur l’activité de SR-BI. 
Les fibrates, agonistes de la voie transcriptionnelle des PPAR, sont connus pour 
avoir des effets sur les niveaux d’expression de ce récepteur d’épuration. Les 
fibrates régulent à la baisse les niveaux de SR-BI dans les hépatocytes mais les 
augmentent dans les macrophages.372 En somme, une diminution de l’action de la 
PDZK1 ainsi qu’une augmentation de l’action de la SPAP et des fibrates au niveau 
hépatique mènent à une hausse marquée des niveaux plasmatiques de HDL.  
 
 Les hypothèses du rôle que tient SR-BI dans le TIC et l’athérosclérose 
proviennent principalement des études faites sur les souris. En effet, des souris 
transgéniques qui surexpriment SR-BI ont démontré une diminution marquée du 
HDL-C dans le plasma.373 De plus, dans la situation contraire où des souris sont 
déficientes en SR-BI, une augmentation du TC est observée résultant d’une 
élévation des niveaux de HDL-C plasmatiques et d’une diminution de plus de 90 % 
de la captation de CE par le foie.374 Les HDL de ces souris étaient plus grosses en 
taille et étaient beaucoup riches en apoE que chez les souris du type sauvage.375  
 
 Or, les études sur l’expression du SR-BI chez l’humain sont peu 
développées376 puisque la voie principalement empruntée chez l’humain est celle 
impliquant la voie de la captation des lipoprotéines contenant l’apoB par le rLDL 
(préalablement décrite). Celle-ci favorise l’échange entre les HDL et les 
lipoprotéines contenant l’apoB par la CETP pour assurer la captation hépatique.377  
 
3.2.3.2. Le récepteur F1-ATPase
 Comme précisé plus haut, une minime partie de la séquestration de CE par le 
foie passe par un processus de rétro-endocytose. Un autre récepteur ancré sur la 
membrane des cellules hépatiques et endothéliales humaines a été impliqué dans 
cette action. Ce récepteur a été identifié comme étant un récepteur pour l’apoA-I et 
les HDL dépendant d’une activité ATPase.378,379 Les ATPases sont des enzymes 
comportant plusieurs sous-unités avec deux parties principales : soit l’unité F0, qui 
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est un complexe effectuant la translocation de protons lors de la respiration 
mitochondriale afin de créer la force motrice nécessaire pour les processus à 
dépendance énergétique, soit l’unité F1, un complexe extramembranaire.379 La F1-
ATPase consiste en un complexe de cinq sous-unités, soit trois sous-unités  et  et 
une sous-unité ,  et  formant un noyau catalytique utilisant l’ATP.378,379 Une des 
sous-unités de la F1-ATPase, la sous-unité  possède 3 sites catalytiques qui sont 
des sites de liaison380 avec l’apoA-I. Suite à la liaison de l’apoA-I, un changement 
de conformation de la chaîne  stimule l’endocytose de la lipoprotéine complète 
(fraction protéique et lipidique) dans les cellules hépatiques. Le processus 
d’endocytose est stimulé par l’ADP (adénosine diphosphate) qui est généré par 
l’activité ATPase de la chaîne  après que celle-ci se soit liée à l’apoA-I à la surface 
cellulaire du foie.381 Ce récepteur entraîne donc un processus de catabolisme des 
particules HDL.  
 
 De plus, ce récepteur est modulable par la niacine, une vitamine hydrosoluble. 
En effet, une étude a démontré que l’utilisation de la niacine augmente les niveaux 
d’apoA-I plasmatiques.382 Cependant cette augmentation est plutôt due à une 
diminution des taux cataboliques d’apoA-I qu’à un changement dans le taux de 
synthèse hépatique.383 La niacine agit en diminuant de 27 % l’expression cellulaire 
du récepteur F1-ATPase, ce qui occasionne une diminution de 35 % de l’endocytose 
de particules d’HDL dans les cellules hépatiques humaines, soit dans les cellules 
HepG2.378  
 
3.2.3.3. Le récepteur P2Y13 
 Par ailleurs, un récepteur a récemment été identifié comme un effecteur de 
l’incorporation de cholestérol hépatique dans le TIC. En effet, le récepteur P2Y13 
(purinergic receptor P2Y, G protein coupled, 13) semble interagir avec la F1-
ATPase en formant un complexe à la surface cellulaire.381,384 L’ADP généré par le 
F1-ATPase active la protéine G liée au récepteur P2Y13 afin qu’il apporte sa 
contribution dans l’endocytose de la particule complète d’HDL.384  
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 Une augmentation de l’activité de P2Y13 par un agoniste partiel, le cangrelor, 
qui agit sur l’ADP, stimule l’endocytose des particules contenant l’apoA-I dans les 
cellules hépatiques humaines.385 En plus, l’activation de ce dernier par des agents 
pharmacologiques augmente la sécrétion de lipides dans la bile par son action sur 
l’incorporation de CE dans le foie.384 Cependant, dans des souris déficientes en 
P2Y13, aucun changement du taux de HDL-C plasmatique n’a été détecté, ce qui 
illustre que la voie du P2Y13, ne contribue que minimalement au niveau de HDL 
dans le plasma. En somme, la captation de cholestérol via les différentes voies 
mentionnées ci-haut permet donc de capter le cholestérol afin d’initier élimination.  
 
3.2.4. La création et la sécrétion biliaire du CL et des PL
 La sécrétion du CL et des PL consiste en la dernière étape du processus du 
TIC.386 (Figure 4 :8-9, p.63) En effet, le CL et les PL peuvent provenir de deux 
sources possibles dans le foie : soit les lipides qui ont été séquestrés par l’interaction 
avec des lipoprotéines sanguines (par le rLDL, la LRP, le SR-BI, la F1-ATPase) ou 
bien le CL et les PL synthétisés de novo à l’intérieur de l’hépatocyte par l’action de 
la HMG-CoA réductase et de la phosphocholine transférase (pour PC).387  
 
 Les produits de ces deux voies sont mis en commun dans un réservoir 
intracellulaire où deux chemins peuvent être suivis. La première voie est celle 
décrite précédemment, soit celle passant par la sécrétion sanguine de VLDL afin 
d’alimenter en CL et PL les tissus périphériques. L’autre voie fait appel à la 
sécrétion dans la bile de CL ainsi que ses dérivés, les AB et des PL.  
 
 La conversion du cholestérol en AB se produit exclusivement dans le foie par 
une cascade de 12 réactions catalytiques.388,389 L’action de l’enzyme limitante dans 
la synthèse d’AB, la cholestérol 7-hydroxylase (CYP7A1) oxyde le cholestérol à 
sa position 7- et le transforme ultimement en acide cholique (AC) et en acide 
chénodéoxycholique (ACDC) par deux différentes voies.390 Au pH physiologique, 
les AB se retrouvent dans la bile sous la forme de sels, complexés à une molécule de 
sodium.391 Cette voie mène donc à une élimination du cholestérol dans le corps par 
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les matières fécales.392 La source de cholestérol la plus retrouvée dans la bile est 
celle du cholestérol dérivé des lipoprotéines lors de la captation hépatique.393  
 
 De plus, de toutes les lipoprotéines dont le cholestérol a été capté, les HDL 
sont les plus grands contributeurs de cholestérol dans la bile chez la souris.394 Le CL 
et les PL provenant des sources exogènes et endogènes sont transportés vers le site 
de sécrétion biliaire potentiellement par différents candidats tels que les protéines de 
la famille NPC, StAR ainsi que celle de SCP-2 (sterol carrier protein-2), qui sont 
toutes des protéines de transport impliquées dans le trafic cellulaire du 
cholestérol.395-397 La sécrétion hépatique d’AB est la force motrice qui propulse la 
sécrétion de CL et de PL dans la bile.  
 
 Pour ce faire, des transporteurs effectuent la sécrétion des lipides dans la bile. 
Premièrement, la présence du transporteur ABCB4, aussi nommé MDR2 (multidrug 
resistance p-glycoprotein 2) permet la sécrétion des PL dans la bile.398 97 % des PL 
biliaires sont dérivés des lipoprotéines plasmatiques et 95 % de ces PL biliaires sont 
sous la forme de PC chez l’humain.399 L’action des AB initie le processus de 
sécrétion biliaire de la PC par sa mobilisation à partir des réservoirs régulés par le 
RE.400. En effet, une protéine de transport, la PC-TP (PC-transport protein) permet 
le déplacement de la PC du RE vers la membrane apicale des hépatocytes par une 
simple diffusion facilitée.401 Le transporteur ABCB4 agit alors comme une flippase 
déplaçant la PC du feuillet interne vers le feuillet externe de la membrane apicale.401 
Ainsi, une déficience en ABCB4 mène à des maladies progressives d’accumulation 
de lipides dans le foie chez la souris et chez l’humain.402  
 
 Ce positionnement des PC sur le feuillet externe de la membrane apicale 
expose celle-ci aux sels biliaires qui sont présents dans la bile par l’effet de 
l’ABCB11, aussi nommé la BSEP (bile salt export pump). Les sels biliaires se 
chargent donc d’extraire les PL par leur action détergente.401,403 La sécrétion de PL 
dans la bile est donc très dépendante de la présence de sels biliaires, ce qui illustre 
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que plus les sels biliaires sont hydrophobes dans la bile, plus la sécrétion de PL est 
évidente.404  
 
 En ce qui a trait au cholestérol, celui-ci est amené vers la membrane apicale 
par des protéines de transport afin d’être exporté dans la bile par les transporteurs 
hétérodimériques ABCG5 et ABCG8, exclusivement exprimés dans le foie et 
l’intestin et qui font passer le CL de part et d’autre de la membrane apicale afin 
d’exposer le CL aux sels biliaires.405 Une déficience en ABCG5/G8 entraîne de 
graves conséquences pour la sécrétion de CL et PL dans la bile, vu le rôle-clé 
important qu’il détient.406 En effet, une mutation dans l’un ou l’autre des 
transporteurs de cet hétérodimère emmène une réduction de 75 % de la sécrétion 
biliaire chez la souris ABCG5/G8-/-.407 L’ABCG5/G8 semble agir comme une 
« liftase » qui élève le CL suffisamment en dehors du feuillet externe de la 
membrane apicale pour qu’il puisse être extrait par les sels biliaires.406  
 
 Ces trois composantes, soit les sels biliaires, le CL ainsi que les PL forment 
des complexes hydrosolubles, des micelles mixtes404, qui ont pour fonction de 
véhiculer ces lipides à travers la bile, qui se déversera dans la lumière de l’intestin. 
Plus de 90  % des acides biliaires excrétés par le foie sont réabsorbés par l’intestin 
et renvoyés par la veine porte hépatique vers la surface basolatérale des cellules 
hépatiques, créant ainsi un cycle entéro-hépatique.408 Seulement une petite fraction 
(en plus de l’excès de CL) va échapper à la réabsorption et sera excrétée dans les 
matières fécales.409  
 
 Cette route hépatobiliaire a longtemps été considérée comme étant la seule 
voie pour éliminer le cholestérol. Or, une voie alternative de transport du cholestérol 
passant par l’intestin a été démontrée, pouvant aussi être responsable de la captation 
et de la sécrétion du cholestérol.410 Ce transport de cholestérol court-circuite la voie 
hépatobiliaire et passe par le segment proximal complet de l’intestin grêle, un 
processus nommé efflux trans-intestinal du cholestérol (TICE).410 Ce processus ne 
représente en moyenne que le tiers de la sécrétion biliaire de cholestérol effectué par 
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la voie hépatobiliaire chez l’humain.411 Cependant, chez la souris, le TICE possède 
une plus grande importance dans l’excrétion de cholestérol, puisqu’il contribue à 
près de 70 % de la sécrétion de stérols neutres chez la souris.412 Ceci constitue une 
sécrétion de 2,5 fois plus élevée que celle attribuable à la sécrétion de cholestérol 
biliaire.412  
 
3.2.5. Les modèles d’étude pour le transport du cholestérol
 Ayant déterminé l’importance du métabolisme des particules HDL dans 
l’élimination et le catabolisme du cholestérol en excès, des modèles expérimentaux 
permettant d’étudier son influence sur le mécanisme de protection qu’est le TIC 
sont essentiels puisqu’ils permettent premièrement une étude de profilage individuel 
d’un patient afin d’évaluer son risque de développer une MCV. Deuxièmement, ces 
méthodes permettraient aussi la validation des thérapies pharmaceutiques visant le 
TIC ou le métabolisme des HDL. 
3.2.5.1. Les modèles d’études cellulaires pour l’efflux de 
cholestérol
 Un des premiers modèles expérimentaux à avoir été développé est celui visant 
l’étude de la première étape du TIC, soit l’efflux de cholestérol, sur différents types 
cellulaires.  
 
 Préalablement utilisé pour l’étude du transport net, de l’estérification ainsi que 
le transfert du cholestérol vers du plasma humain hyperlipidémique, le modèle 
unicellulaire visait l’analyse des trois étapes initiales du TIC. Pour ce faire, ils ont 
utilisé des fibroblastes marqués au cholestérol tritié (3H-cholestérol) et une dilution 
de 1,5 % (vol/vol) de plasma humain complet déplété en fibrinogène, ce qui a 
permis d’établir que des sérums de différents individus différaient dans leurs 
capacités de moduler l’efflux de cholestérol net.413 Ces différences ont été corrélées 
avec bons nombres de conditions cliniques qui sont connues pour influencer les 
lipoprotéines du sérum.413,414 
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 Cette méthode a été reprise et modifiée par d’autres dans le but de développer 
un système expérimental visant une étude d’un grand nombre de sérums humains 
complets afin d’établir leur habileté à promouvoir la sortie de cholestérol à partir de 
cellules représentatives du TIC lors du développement de plaques athéromateuses, 
soit des macrophages ainsi que des cellules hépatiques.415 De manière similaire à 
leurs prédécesseurs, des cellules sont chargées en cholestérol marqué d’un traceur 
radioactif afin de suivre celui-ci sortant de la cellule vers un milieu contenant 
différents types d’accepteurs tels que l’apoA-I pour l’étude de la voie d’ABCA1, 
des particules HDL pour l’étude de la voie par SR-BI et du sérum complet ou 
déplété en particules contenant l’apoB pour l’étude d’un efflux de cholestérol.286 
L’efflux de cholestérol est exprimé comme étant la quantité de marqueur radioactif 
dans le milieu sur la somme de radioactivité dans les cellules et dans le milieu. 
 
3.2.5.1.1. Les modèles cellulaires utilisant des macrophages 
 L’utilisation de macrophages dans les modèles cellulaires de l’efflux est 
physiologiquement pertinente, vu les effets protecteurs que ceux-ci exercent dans la 
plaque athéromateuse en initiant le TIC.416 De plus, leur utilisation vise à simuler les 
évènements cellulaires initiés lors d’une surcharge excessive de cholestérol dans 
une plaque athéromateuse avancée. En effet, lorsque les macrophages en culture 
sont incubés en présence de LDLac, ils se transforment en macrophages spumeux de 
sorte qu’ils expriment de la même manière qu’in vivo, les nombreux transporteurs 
opérant dans l’efflux de cholestérol.148  
 
 Premièrement, pour établir le profil désiré de la surcharge cellulaire de 
cholestérol observée dans les macrophages résidents dans la plaque athéromateuse, 
les types de macrophages/monocytes utilisés lors de ces essais sont des cellules 
murines, les cellules J774 ou des cellules humaines telles que les cellules THP-1. Il 
est connu que les macrophages expriment de manière endogène l’apoE et que ceci 
augmente l’efflux de cholestérol et des PL des macrophages.417  Cependant, 
l’utilisation de cellules J774, dérivées d’une tumeur s’étant développée chez une 
souris femelle BALB/c, 418 limite l’étude de l’apoE dans l’efflux de cholestérol, 
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puisque ce type cellulaire n’exprime pas de manière endogène le gène d’apoE.419 
Ceci rend malgré tout l’utilisation des cellules J774 intéressante dans l’étude de 
l’efflux de cholestérol puisqu’elle rend plus nette la contribution des autres voies 
impliquées dans la sortie du cholestérol. De plus ces macrophages de souris sont 
aptes à synthétiser de larges quantités de lysosomes, ce qui les rend très attrayantes 
pour le trafic intracellulaire du cholestérol.420 En effet, les cellules J774 accumulent 
de larges réservoirs de CE lorsqu’exposées à des LDL acétylées (LDLac).421 Ces 
dernières expriment de faibles niveaux de SR-BI, ce qui les rendent propices pour 
l’étude des voies d’efflux modulées par la diffusion passive et par les transporteurs 
ABC.362 En effet, des études avec les macrophages J774 ont permis de démontrer 
qu’il existe deux phases durant la cintéique d’efflux de CL, soit une rapide et un 
autre lente lorsque de la -cyclodextrine, un heptasaccharide cyclique qui promeut 
le relâchement extensif de CL membranaire, est ajouté dans le milieu de culture 
comme accepteur extracellulaire.422  
 
 De plus, ce modèle cellulaire sert à déterminer la contribution importante de la 
voie d’ABCA1 dans l’efflux de cholestérol. A titre d’exemple, l’utilisation des J774 
comme système d’étude a permis d’établir une bonne corrélation entre les niveaux 
de pré--HDL423 et la voie spécifique d’efflux modulée par l’ABCA1. Pour se faire, 
la différence entre l’efflux des cellules J774 stimulées à l’AMPc et l’efflux des 
cellules non stimulées vers l’apoA-I a été calculée, ce qui correspond à une 
régulation à la hausse d’ABCA1 par le traitement.199,424  
 
 En ce qui a trait aux cellules humaines, les THP-1 sont dérivées du sang d’un 
enfant qui était atteint d’une leucémie aigüe monocytaire.425 Celles-ci sont établies 
comme étant une lignée cellulaire fort utile dans l’étude du métabolisme des lipides 
des macrophages humains. Ces monocytes sont différenciés en macrophages par 
l’entremise du promoteur tumoral, le phorbol myristate acétate (PMA)426, mimant 
ainsi les macrophages dérivés de monocytes natifs humains impliqués dans le 
processus du développement de l’athérosclérose.427 Ce faisant, elles constituent, 
entre autres, un excellent modèle pour l’étude des effets de l’induction des 
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récepteurs d’épuration et de l’apoE modulée à la hausse lors de la différenciation de 
macrophages.428,429 Tout comme les J774, les THP-1 sont aussi utilisées pour 
déterminer la contribution d’ABCA1 lorsque stimulée avec des agonistes 
LXR/RXR, par l’efflux spécifique à l’apoA-I.430 
 
 J774 et THP-1 sont donc les modèles cellulaires par excellence pour l’étude 
de l’implication d’ABCA1 dans l’efflux de cholestérol et génèrent plusieurs 
informations sur les effets de différents effecteurs visant la stimulation ou 
l’inhibition de ce transporteur membranaire. De plus, on peut aussi étudier l’efflux 
du cholestérol dépendant du SR-BI, en utilisant des inhibiteurs de son activité.286  
 
3.2.5.1.2. Les modèles cellulaires utilisant les cellules 
hépatiques
 Les modèles cellulaires hépatiques sont toutefois de meilleurs systèmes afin 
d’étudier la voie d’efflux dépendante du SR-BI. En effet l’utilisation de cellules 
hépatiques de rat, les Fu5AH ainsi que des cellules hépatiques humaines, les HepG2 
sont de meilleurs modèles puisque le transporteur SR-BI y est bien exprimé.  
 
 Les cellules Fu5AH, une lignée cellulaire dérivée d’un hépatome de rat 
Reuber H-35,431 ont largement été utilisées pour l’étude du métabolisme du 
cholestérol et du CE à cause de leur capacité de capter le CE.432 Les Fu5AH 
expriment à leur surface des rLDL mutés, qui permet aux cellules d’internaliser de 
manière moins efficace les lipoprotéines contenant l’apoB.433  
 
 
 De plus, lors d’une comparaison avec différents types cellulaires tels que 
d’autres hépatocytes, des macrophages, des cellules endothéliales ainsi que des 
fibroblastes, les cellules Fu5AH s’avèrent être le type cellulaire qui manifeste le 
taux le plus rapide de perte de cholestérol cellulaire en présence d’accepteurs de 
cholestérol appropriés dans le milieu, puisqu’elles surexpriment de manière 
naturelle le récepteur SR-BI.434 Des études désirant établir soit la contribution du 
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SR-BI avec les différentes populations de HDL, soit l’utilisation d’inhibiteurs de 
l’activité du récepteur ont donc été possibles dans ce système cellulaire.423,435  
 
 Par ailleurs, l’utilisation de ce type cellulaire de rat permet la quantification 
simultanée de l’entrée et de la sortie de cholestérol de la cellule, soit une mesure du 
flux net de cholestérol, un paramètre important dans la compréhension du rôle joué 
par SR-BI.435  
 
 Pour ce qui est des HepG2, une lignée cellulaire dérivée d’un carcinome 
hépatique436, ces cellules rendent possible l’étude du métabolisme du cholestérol 
grâce à leur capacité à générer plusieurs protéines plasmatiques impliquées dans le 
TIC. De plus, elles constituent un modèle cellulaire d’étude pour la capacité 
d’efflux de cholestérol vers les HDL par la voie de SR-BI.437 Ce modèle de cellules 
hépatiques humaines permet l’étude de la captation, de l’estérification et du 
métabolisme du cholestérol via les différentes apolipoprotéines et lipoprotéines 
synthétisées et secrétées.438  
 
 Les HepG2 peuvent synthétiser et sécréter une variété d’apolipoprotéines 
telles que l’apoA-I et l’apoA–II, l’apoB, l’apoE en grande majorité et aussi des 
lipoprotéines contenant l’apoB, surtout des particules LDL plutôt que des VLDL, se 
distinguant de ce qui est observé chez les hépatocytes d’autres espèces telles que le 
rat.439,440  
 
 Par ailleurs, les HepG2 sont un excellent modèle pour l’étude intracellulaire 
de la dynamique des canalicules biliaires et la capacité à synthétiser et sécréter des 
AB dans les hépatocytes humains. En effet, elles synthétisent et sécrètent 
abondamment de l’ACDA et en faible quantité l’AC, qui est détecté dans le milieu 
des HepG2 en culture, ce qui est contraire à ce qui est normalement observé.441,442  
 
 Or, malgré les différences qui distinguent chaque type cellulaire utilisé 
comme modèle d’efflux de cholestérol, leur utilité demeure puisque ces essais 
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cellulaires permettent d’explorer deux types de questionnement. Le premier vise à 
déterminer comment les effets d’un traitement particulier (mutations, déficience ou 
surexpression de gènes ou des traitements pharmacologiques) affectent la capacité 
d’efflux le cholestérol cellulaire. Le deuxième vise à déterminer comment les effets 
d’une maladie ou d’un traitement affectent l’efflux de cholestérol sur les différents 
accepteurs de cholestérol extracellulaires. Ces modèles cellulaires sont utilisés dans 
différents champs de recherche (maladies métaboliques telles que le diabète ou des 
maladies neurodégénératives) et ne se limitent pas qu’à la recherche 
cardiovasculaire.  
 
 Néanmoins, l’implication des HDL est importante dans le TIC à la lumière 
des nombreuses études épidémiologiques visant à établir des corrélations entre les 
différentes sous-populations de HDL443 et l’incidence de MCV. Ces corrélations 
sont démontrées par l’efflux de cholestérol spécifique aux macrophages, qui semble 
fournir un meilleur indicateur des risques de MCV que les niveaux plasmatiques de 
HDL-C.444,445 L’utilisation des systèmes d’efflux cellulaire est donc critique pour la 
mesure ex vivo de la fonctionnalité des HDL.446 
 
 Les avantages apportés par ces systèmes unicellulaires reposent sur les 
nombreuses informations que l’on peut extraire sur l’étape initiale du TIC, soit 
l’efflux de cholestérol. Cependant, leur plus grande limite demeure leur incapacité à 
évaluer de manière complète le TIC, surtout l’étape évaluant la contribution des 





3.2.5.2. Les modèles d’études in vivo pour le TIC 
3.2.5.2.1. Le modèle de souris pour le TIC à partir de 
macrophage
 Dans le but de remédier aux lacunes des méthodes unicellulaires d’efflux de 
cholestérol, des modèles in vivo ont été développés comblant ainsi le manque urgent 
de quantifier la fraction du TIC du cholestérol provenant spécifiquement des 
macrophages jusqu’à sa sortie vers les fèces.  
 
 Cette méthode requiert l’injection intra-péritonéale de macrophages, 
généralement des cellules J774, qui sont chargées avec des LDL acétylées et 
marquées simultanément avec du 3H-cholestérol. Ces cellules adoptent un profil de 
macrophages spumeux et permettent de suivre le cholestérol radioactif dans des 
souris ayant subi ou non des interventions pharmacologiques, des manipulations 
génétiques ou une combinaison d’interventions. Ces cellules spumeuses, 
prisonnières de la cavité péritonéale, peuvent alors échanger avec les différents 
accepteurs de cholestérol présents dans le liquide péritonéal et ainsi initier le 
processus d’efflux. À différents temps durant une période d’au moins 48h, des 
échantillons de sang et la collecte totale des matières fécales sont pris afin de 
mesurer l’apparition du traceur radioactif dans les différents compartiments 
impliqués dans le TIC. De plus, à la fin de l’expérience, suite au sacrifice de 
l’animal, les poumons, le foie ainsi que la rate sont aussi récoltés.  
 
 On fait ensuite l’analyse des échantillons en mesurant le traceur radioactif par 
scintillation. Les matières fécales sont analysées en extrayant le cholestérol, dont 
une fraction est radioactive, et sont exprimés en comptes par minutes (cpm) 
retrouvés dans les fèces par gramme de fécès.447  
 
 En ce qui a trait aux tissus, des extractions lipidiques sont effectuées par la 
méthode de Bligh et Dyer 448 et sont exprimées par les cpm dans l’organe complet. 
Une récente modification a été apportée à ce modèle de souris où on note une 
injection sous-cutanée de macrophages marqués avec deux marqueurs radioactifs, 
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soit le 14C-cholestérol ainsi que le 3H--sitostanol qui sont tous deux excrétés dans 
la bile. Cependant, ce dernier est pauvrement réabsorbé par l’intestin permettant une 
correction des variations de la réabsorption intestinale du cholestérol biliaire entre 
les animaux.449  
 
 Comme mentionné précédemment, plusieurs interventions génétiques ont pu 
être étudiées dans ce modèle de souris et ont apporté un grand nombre 
d’informations sur l’implication de plusieurs effecteurs du métabolisme des HDL et 
du TIC. (Tableau I) Le modèle a été utilisé pour trois mandats, soit l’analyse de la 
contribution de chaque étape du TIC, l’impact de facteurs liés aux cellules ainsi que 
l’influence de l’inflammation, des manipulations alimentaires et des interventions 



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































 Ce modèle in vivo de souris permet bel et bien une mesure complète du TIC à 
travers l’animal, puisqu’il mesure la sortie du cholestérol à partir des macrophages, 
et suit son devenir jusqu’à son excrétion vers les fèces. De plus, la souris recevant 
l’injection peut subir différentes modifications génétiques augmentant ou diminuant 
des étapes individuelles du TIC, ce qui fournit de nombreuses informations sur la 
contribution des différentes variantes génétiques au TIC.465 En plus de 
manipulations génétiques, les souris récipiendaires de l’injection peuvent être 
traitées par différents modulateurs pharmacologiques ou nutritionnels qui ont des 
impacts sur le TIC. Cependant, certaines lacunes demeurent toujours en place. Les 
études faites sur les souris ne peuvent pas être extrapolées sur les êtres humains 
puisque leur métabolisme du cholestérol diffère de celui observé chez l’humain.  
 
 De plus, chez le modèle de souris, une déficience du gène de la CETP est 
présente. Cependant, cette protéine de transfert joue un rôle non-négligeable dans le 
métabolisme des HDL puisqu’elle module la captation de cholestérol hépatique par 
une voie indirecte du métabolisme des HDL, soit celle redirigeant le cholestérol vers 
des particules riches en apoB où la clairance hépatique implique le rLDL. Cette voie 
de clairance est celle qui prédomine chez l’humain. 
3.2.5.2.2. Le modèle de hamster pour le TIC à partir des 
macrophages
 Un autre modèle a été développé afin de refléter davantage la réalité du 
métabolisme des lipoprotéines observé chez l’humain. L’utilisation d’un modèle 
animal pouvant exprimer la CETP était nécessaire afin de mieux comprendre le 
dynamisme du métabolisme des lipoprotéines chez l’humain. Le hamster, une 
espèce exprimant la CETP, représente donc un modèle préclinique plus convenable 
pour l’interprétation ainsi que l’application des données sur de nouvelles thérapies 
des dyslipidémies chez l’humain.466,467  
 
 Trois diètes sont présentement utilisées pour induire une dyslipidémie chez le 
hamster.466  La première diète présente un enrichissement de 60 % de fructose dans 
la diète normale pour rongeurs.468 Cette diète consommée par les hamsters sur une 
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période de 2 semaines induit une lipogenèse hépatique ainsi qu’une résistance 
marquée à l’insuline.469 Le profil dyslipidémique est caractérisé par une hausse des 
niveaux de VLDL-C et de LDL-C 470, ainsi que par une hausse de l’expression et de 
l’activité de la HL.471 Cette diète fournit un modèle de l’hypertriglycéridémie.466  
 
 La deuxième diète présente un enrichissement de 0,3 % en cholestérol dans la 
diète normale. Ce modèle de hamsters dyslipidémiques illustre une stéatose 
hépatique et est utilisé pour étudier le TIC spécifique aux macrophages in vivo. 
Cette diète, sur une période de 4 semaines, a permis d’observer une hausse 
significative de 31 %, 76 %, 119 % et 233 % respectivement des niveaux 
plasmatiques de TG, de HDL-C, de TC et de cholestérol non-HDL-C.467 De plus, la 
présence d’une stéatose hépatique induite par la diète a amené le foie à une hausse 
de 66 % de son poids, incluant une élévation de 168 %, 437 % et 535 % des niveaux 
hépatiques de TG, d’acides gras et de cholestérol, respectivement.467 De plus, cette 
diète riche en cholestérol chez le hamster permet d’augmenter l’expression 467 ainsi 
que l’activité de la CETP.472  
 
 La dernière diète se compose d’une combinaison des deux diètes 
précédentes.466 En effet, l’incorporation d’une diète riche en fructose et en 
cholestérol amène un profil de dyslipidémie et de résistance à l’insuline plus sévère 
que celui observé dans les deux autres diètes. Une hausse accrue du ratio HDL-
C/TC, ainsi que des niveaux de VLDL, de LDL-C et du glucose sanguin rend 
l’utilisation de cette diète idéale pour étudier le syndrome métabolique et 
l’évaluation de médicaments agissant sur le diabète et la dyslipidémie chez le 
hamster.  
 
 Le modèle de hamsters permet donc l’évaluation de composés ciblant la 
dyslipidémie et des résultats ont déjà été obtenus pour les statines473, les agonistes 




 Notamment, l’évaluation du TIC spécifique aux macrophages a pu être 
étudiée en relation à un traitement par un agoniste LXR synthétique, le GW3965. 
Après 4 semaines de diète hypercholestérolémique, les hamsters ont été soumis à un 
traitement de 10 jours du véhicule (contrôle) ou de l’agoniste du LXR. Au septième 
jour, le TIC in vivo spécifique aux macrophages a été évalué comme décrit 
précédemment.467 Cette étude a permis de démontrer une hausse de 30 %, de 27 % 
et de 156 % du 3H-cholestérol dans le plasma, dans le foie et dans les fèces 
respectivement, sans observer de changement du niveau des AB dans les fèces des 
animaux traités au GW3965.467 Cependant, le traitement au GW3965 a échoué pour 
l’amélioration de la dyslipidémie.467  
 
 Ce modèle permet donc l’étude de modulateurs du TIC comme les agonistes 
du LXR du TIC visant une meilleure compréhension des traitements ciblant les 
maladies causées par des dyslipidémies chez l’humain. Cependant, quelques lacunes 
persistent. Malgré une utilisation de modèles animaux se rapprochant de l’humain, il 
est tendancieux de vouloir extrapoler les résultats obtenus à l’humain. De plus, le 
coût dispendieux en temps (mise en place de la pathologie) de ces modèles animaux 
rallonge le temps de réponse pour évaluer de nouveaux traitements pour diminuer le 
risque de développer une MCAS. De plus, l’utilisation d’un marqueur radioactif 
complique son application chez des patients humains. Une méthode pour évaluer le 
TIC directement chez l’humain est souhaitable. 
 
3.2.5.2.3. Le modèle humain du TIC en utilisant des isotopes 
stables
 Une méthode a récemment fait son apparition pour l’étude du TIC, cette fois 
chez l’être humain. En effet, parce que les études in vivo avec des animaux ne 
peuvent pas évoquer avec certitude ce qui se déroule chez l’humain et que 
l’utilisation de marqueurs radioactifs est limitée chez l’humain pour des raisons 
éthiques477, d’autres alternatives ont été tentées pour quantifier le TIC chez 
l’humain. En effet l’utilisation d’isotopes stables est utilisée afin d’obtenir des 
informations sur la dynamique des processus physiopathologiques chez l’humain. 
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Les traceurs préparés à partir d’isotopes stables permettent de suivre des 
composantes du métabolisme des lipides in vivo chez l’humain, ce qui permet 
d’avoir une sensibilité et une fiabilité accrue pour les isotopes stables, qui sont 
mesurés par IRMS (isotope ratio mass spectrometry).478.  
 
 Cette méthode est basée sur deux hypothèses. La première est que le 
cholestérol est distribué vers deux réservoirs différents, soit les tissus périphériques 
incluant les macrophages et le plasma vers les lipoprotéines et le foie.286 La 
deuxième veut qu’un élément marqué soit rapidement redistribué vers le plasma et 
le foie, et ne soit pas ou peu transporté vers les tissus périphériques.286  
 
 Cette méthode débute par l’injection d’un marqueur exogène, le cholestérol 
contenant un isotope stable dans la circulation sanguine. Ce traceur doit refléter le 
même comportement cinétique, les mêmes propriétés physiques et chimiques que 
l’élément que l’on désire observer (le cholestérol endogène) afin de ne pas perturber 
le système 479. De plus, le traceur doit atteindre un état d’équilibre, soit être 
uniformément distribué entre les niveaux plasmatiques et hépatiques afin que cet 
essai fonctionne. 286 Une fois l’équilibre atteint, on suit le transport du cholestérol 
endogène hors des tissus périphériques incluant celui des macrophages par la 
dilution de concentrations du cholestérol marqué, une caractéristique de l’efflux du 
cholestérol dans le TIC. Or, une relation inverse relie les niveaux du cholestérol 
exogène marqué et l’efflux de cholestérol in vivo à partir des tissus extra-hépatiques 
vers le plasma.  
 
 Cette méthode possède des avantages et des inconvénients. En effet, 
l’utilisation d’isotopes stables permet l’étude de l’implication de différentes 
composantes du TIC de manière plus spécifique et prudente chez l’humain que 
l’utilisation des isotopes radioactifs chez l’animal.477. De plus, cette méthode peut 
permettre l’étude de différents effecteurs du TIC de manière simultanée.478 
Toutefois, cette approche ne permet de mesurer que l’efflux de cholestérol des tissus 
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périphériques et non uniquement spécifique à l’efflux de cholestérol des 
macrophages.  
 
 Par ailleurs, l’efficacité de cette méthode repose entièrement sur l’obtention 
de l’état d’équilibre de l’isotope qui doit absolument être atteint,286 faute de quoi, le 
cholestérol non-marqué diluera les concentrations du cholestérol exogène marqué et 
faussera les résultats obtenus. Ce modèle nécessite encore quelques ajustements 
dans la méthode et demande à être validé avec les différents critères d’évaluations 
cliniques déjà établis dans l’optique de déterminer son efficacité comme modèle de 
TIC dans l’estimation du risque de développer une MCV. Bien qu’informatifs, les 
différents modèles présentés démontrent des lacunes à plusieurs niveaux. 
 
3.2.6. Les traitements pharmacologiques visant à intensifier le TIC. 
 Vu le rôle important que joue le TIC dans l’élimination de l’accumulation de 
cholestérol dans les macrophages spumeux résidents des plaques athéromateuses, 
des stratégies thérapeutiques doivent être développées afin d’atténuer ou de stopper 
le développement de l’athérosclérose chez des patients coronariens. Malgré les 
approches intensives déjà utilisées pour diminuer les effets pro-athérogènes causés 
par les dyslipidémies, comme les statines, celles-ci ne permettent pas d’annuler le 
risque de MCV. En effet, un pourcentage de 60-70 % de risque résiduel demeure 
encore présent.480  
 
 Or, trois approches thérapeutiques peuvent être proposées comme stratégies 
visant à intensifier le TIC : la première vise à augmenter de manière directe ou 
indirecte la concentration des accepteurs de cholestérol, la deuxième consiste à 




3.2.6.1. La hausse directe ou indirecte de la concentration des 
accepteurs de cholestérol 
3.2.6.1.1. Infusion d’apoA-I complexés ou de HDL 
reconstituées (rHDL)
 Certaines stratégies thérapeutiques utilisées visent un apport 
d’apolipoprotéines exogènes,  soit des accepteurs de cholestérol pour stimuler la 
sortie du cholestérol des tissus périphériques, favorisant ainsi la formation de pré--
HDL, l’accepteur de cholestérol par excellence qui initie le TIC. En effet, 
l’administration intraveineuse (I.V) d’un variant de l’apoA-I complexée à de la 
phosphatidylcholine a suscité une régression de la taille des plaques 
athéromateuses481 et une hausse du TIC des macrophages aux fèces dans le modèle 
de souris.463 De plus, des infusions I.V. de rHDL ont mené à la réduction 
d’évènements associés à l’athérosclérose par l’inhibition de processus 
inflammatoires vasculaires482 comme une diminution de l’expression de molécules 
d’adhésion (VCAM-1),483 ainsi qu’une réduction de l’oxydation des PL484 dans 
plusieurs études faites chez des modèles animaux et chez l’humain.  
 
 Plusieurs formulations préparées in vitro avec différents types d’apoA-I ainsi 
que différents complexes de PL servent à la préparation de rHDL. L’une des ces 
formulations est obtenue par l’incorporation de PL comme le 1-palmitoyl-2-oleolyl-
sn-glycero-3-phosphocholine et de l’apoA-I portant une mutation ponctuelle 
(substitution par une cystéine de l’arginine à la position 173) mimant une variante 
naturelle et rare de l’apoA-I, soit l’apoA-I Milano.481 Dans une étude faite chez des 
patients, on a découvert que cette variante confère des propriétés protectrices contre 
l’athérosclérose, diminuant leur risque de développer cette pathologie et ce, malgré 
une réduction sévère du taux de HDL-C et d’apoA-I.485 Un de ces types de 
complexes, ETC-216, a été l’objet de plusieurs études sur des modèles animaux et 
chez l’humain. L’infusion d’ETC-216 dans des modèles athérosclérotiques de lapin 
et de souris a illustré une diminution du contenu lipidique et des macrophages 
résidents des plaques athéromateuses.486,487 De plus, son utilisation a montré une 
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amélioration de l’efflux de cholestérol in vitro et du TIC spécifique aux 
macrophages in vivo.488,489  
 
 Dans une étude sur des patients atteints de syndrome coronarien aigu, un 
traitement de 5 semaines avec l’ETC-216 a aussi diminué le volume de plaque 
athéromateuse de 4 % comparé à son contrôle sans traitement, tel que mesuré par 
IVUS (intravascular ultrasound).490 Néanmoins, ce type de rHDL à effet 
thérapeutique suscite beaucoup de débats quant à ses performances comparées à 
l’injection de rHDL faites d’apoA-I de type sauvage. Certains appuient le fait que 
les effets bénéfiques d’ETC-216 surpassent ceux procurés par une rHDL préparée 
avec une apoA-I de type sauvage, tandis que d’autres stipulent que les deux rHDL 
sont équivalentws.491,492 Des essais supplémentaires sont nécessaires pour confirmer 
davantage l’une ou l’autre de ces affirmations.  
 
 Une autre formulation connue de rHDL, le CSL-111 est conçue à partir 
d’apoA-I native et de PC de soja.493 Dans une étude de 145 patients atteints aussi de 
syndrome coronarien aigu qui ont été évalués par l’IVUS et où son administration a 
été effectuée durant 4 semaines, le CSL-111 a démontré une baisse de 3,7 % du 
volume des plaques athéromateuses, ne montrant toutefois pas de différence 
significative par rapport aux patients traités avec un placebo.493 Or, lorsqu’une 
angiographie coronarienne quantitative a été effectuée, une différence significative 
de la progression de l’athérosclérose coronarienne a été notée entre les patients 
traités au CSL-111 par rapport au placebo.493  
 
 De plus, dans une autre étude sur des patients atteints de maladies artérielles 
périphériques reliées aux membres inférieurs, une seule infusion du CSL-111 a 
permis une réduction significative du contenu en lipides ainsi que de l’expression de 
molécules d’adhésion dans une plaque excisée par athérectomie, une méthode 
minimalement invasive pour enlever la plaque des artères. De plus, une infusion du 
CSL-111 amène une nette hausse de 20 % du HDL-C et promeut l’efflux de 
cholestérol à partir de macrophages in vitro après 5 à 7 jours.494  
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 Une formulation plus récente de ce complexe, appelée le CSL-112, a fait son 
apparition et est en cours d’études précliniques où l’on rapporte qu’il détient une 
meilleure capacité d’efflux de cholestérol, et une réduction de la toxicité hépatique 
par rapport à son prédécesseur.495  
 
 Une autre approche nouvellement utilisée fait appel à des HDL délipidées 
autologues. Le principe derrière cette approche repose sur la collecte du plasma par 
aphérèse, une technique de prélèvement, afin d’isoler les HDL et de retirer des 
lipides les composant par des solvants organiques, pour ensuite ré-infuser les HDL 
partiellement délipidées. Cette technique a été utilisée chez des singes 
hyperlipidémiques où on a noté qu’une infusion I.V. des HDL délipidées a diminué 
significativement de 6,9 % le volume de plaque aortique, mesuré par IVUS.496 De 
plus, chez des patients atteints de syndrome coronarien aigu, une infusion durant 7 
semaines a augmenté les niveaux de pré--HDL près de 30 fois et a réduit de 5,2 % 
le volume des plaques, sans que cela soit statistiquement significatif.497 Cette 
approche sera sans doute poursuivie dans le futur. 
 
 De plus, un nouveau composé a aussi fait son entrée comme une tentative 
d’augmenter la concentration d’accepteurs de cholestérol plasmatique. Le RVX-208 
est une molécule synthétique, faisant partie de la famille des quinazolines, qui induit 
la production hépatique d’apoA-I.498 Cette molécule a été évaluée dans des essais 
sur des animaux et chez l’humain. En effet, chez un modèle de singe 
athérosclérotique, l’administration orale de ce composé sur une période de 2 mois a 
entrainé une hausse des niveaux plasmatiques de l’apoA-I ainsi que du HDL-C de 
60 et 97 % respectivement.495 De plus, on a démontré qu’un efflux de cholestérol 
par les cellules spumeuses des singes traités au RVX-208 était plus prononcé que 
l’efflux chez les singes n’ayant subi aucun traitement.495  
 
 Par ailleurs, une petite étude sur sujets humains a aussi démontré une 
élévation de l’apoA-I et des pré--HDL de 10 et 40 % respectivement, ce qui se 
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répercute sur l’efflux de cholestérol.499 Une autre étude sur ce composé sera 
entamée prochainement sur des patients souffrant de syndrome coronarien aigu, 
évalués par IVUS, pour obtenir de plus amples informations.  
 
3.2.6.1.2. Les peptides mimétiques de l’apoA-I
 Le développement de peptides synthétiques comportant des hélices  
amphipathiques, analogues de l’apoA-I et de l’apoE, fournit une stratégie 
additionnelle visant à hausser le nombre d’accepteurs de cholestérol dans la 
circulation sanguine pour augmenter la capacité d’efflux in vivo. Ces peptides qui 
représentent des fragments de 18-22 acides aminés sont conçus pour partager les 
propriétés de liaison aux lipides de l’apoA-I entière.500  
 
 Basé sur la structure générale des hélices  dans l’apoA-I, le peptide le plus 
connu et étudié est le D4F. La forme D des acides aminés permet une formulation 
orale, en lui conférant une résistance contre l’action des peptidases gastro-
intestinales.500,501 De plus, la notation 4F fait référence au nombre de phénylalanines 
(F) que porte la surface non-polaire du peptide, ce qui lui confère une hélicité et une 
capacité plus grande d’être associé aux lipides.502 Dans les modèles in vitro ainsi 
que dans les modèles animaux, D4F promeut l’efflux de cholestérol par ABCA1 à 
partir des macrophages et aussi la captation de cholestérol par SR-BI dans les 
hépatocytes, dû entre autres à sa grande affinité pour les lipides et sa capacité à 
solubiliser les micelles de PL.503-505 Cette molécule surpasse même celle de l’apoA-I 
native en terme de capacité antioxydante.506  
 
 Dans un modèle de souris hyperlipidémiques, le D4F possède aussi des 
propriétés anti-thrombotiques et antiplaquettaires.507 De plus, dans des modèles 
athérosclérotiques, le traitement avec ce peptide induit une réduction du volume de 
la plaque athéromateuse, comparé à la condition sans traitement.508  
 
 D’autres peptides ont récemment été développés qui diffèrent dans leur voie 
d’administration. En effet, des peptides comme l’ATI-5261 sont livrés par injection 
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et maximisent l’efflux de cholestérol, résultant en une hausse du TIC spécifique aux 
macrophages chez un modèle de souris.509 De plus, une diminution de 45 % de la 
plaque athéromateuse dans l’aorte de ces souris a été observée, faisant de ce peptide 
une alternative thérapeutique potentielle.509 
 
3.2.6.2. Modulateurs du métabolisme des particules HDL 
 Les approches suivantes visent à augmenter la concentration des HDL et 
agissent, contrairement aux approches précédemment décrites, en modulant le 
métabolisme des HDL et non leur biogenèse.  
 
3.2.6.2.1. Les inhibiteurs de la CETP 
 Comme mentionné plus haut, une déficience en CETP occasionne une hausse 
des niveaux plasmatiques de HDL-C chez l’humain. Cependant, les variantes qui 
diminuent l’activité de la CETP n’ont pas encore démontré une réduction claire du 
risque de MCAS, ce qui suggère que l’inhibition de la CETP comme moyens 
thérapeutique nécessite encore d’être étudiée afin d’être considérée dans la le 
traitement des MCAS. Cependant, l’inhibition de la CETP n’est bénéfique du point 
de vue du TIC que si le transport de cholestérol par la voie des LDL, finalement 
éliminées par le foie, est optimal.495 Sinon, l’inhibition de la CETP pourrait montrer 
un effet pro-athérogénique si la clairance des LDL ou le flux total de cholestérol au 
niveau hépatique est réduit.  
 
 Plusieurs molécules ont été synthétisées au cours des années dans ce but. Leur 
utilisation a été associée dans un cas à des effets secondaires augmentant le risque 
CV, tandis que d’autres sont encore en cours d’essais. 
 
3.2.6.2.1.1. Le torcetrapib (Tor) 
 Le torcetrapib a été le premier inhibiteur de CETP à être testé chez l’humain 
lors d’essais cliniques.510 Le Tor se lie à la CETP en formant un complexe triple 
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avec la particule de HDL.511 Cependant, lors de la phase III des essais cliniques, 
l’étude ILLUMINATE (Investigation of Lipid Level Management to Understand its 
Impact in Atherosclerosic Events) chez des patients traités simultanément avec 
l’atorvastatine, des effets cardiovasculaires ainsi que des cas de décès ont été 
rapportés chez le groupe traité au Tor, menant à la cessation de l’étude.512 Les effets 
néfastes ont été partiellement attribués à l’élévation d’environ 5,4 mmHg de la 
pression artérielle systolique chez les patients recevant le Tor.513 Des essais sur des 
cellules surrénales humaines ont permis d’expliquer que les effets non ciblés du Tor 
découlent d’une stimulation de la synthèse d’aldostérone dépendante d’une voie 
indépendante de l’inhibition de la CETP.514 Cependant, une hausse de 72 % du 
HDL-C ainsi qu’une réduction de 25 % du LDL-C avaient été observées.512 
Globalement, les études sur le Tor n’ont pas diminué l’intérêt pour l’inhibition de la 
CETP en tant que stratégie thérapeutique, puisque le profil lipidique obtenu était 
satisfaisant en terme de risque CV..  
 
3.2.6.2.1.2. Le dalcetrapib (Dal) 
D’autres composés ont été étudiés et semblent permettre l’étude des inhibiteurs de 
la CETP sans conséquences néfastes telles que causées par le Tor. Le Dal est un 
composé différent du Tor de par sa structure et son mécanisme d’action. En effet, le 
Dal lie la CETP de manière irréversible et est moins efficace que le Tor, puisqu’il 
possède un moins grand effet sur l’augmentation des niveaux plasmatiques du HDL-
C chez l’humain. En effet, une augmentation de 130%515 des niveaux de HDL-C est 
observée avec l’action du Tor tandis qu’une augmentation maximale de 36%516 est 
notée avec le Dal. Le Dal induit un changement de conformation de la CETP, ce qui 
entrave sa capacité de se lier à la particule de HDL dans le plasma.511  
 
 Une étude a été menée sur des hamsters avec le Dal et a permis d’observer 
une hausse du TIC.517 De plus, dans des essais cliniques chez des donneurs sains, un 
traitement de 4 semaines avec le Dal s’est accompagné d’une hausse de 23 % du 
HDL-C par rapport aux non-traités.518 Puis, chez des patients dyslipidémiques, un 
traitement de 4 semaines avec le Dal a augmenté de 28 % le HDL-C et baissé de 
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7 % le LDL-C.519 Dans ces deux études, aucun changement dans la pression 
sanguine systolique ou dans les niveaux d’aldostérone n’a été noté.  
 
 De plus, dans une étude multicentrique nommée dal-PLAQUE-1, on a 
récemment évalué par des techniques d’imagerie non-invasive des indices 
structurels et inflammatoires de l’athérosclérose. Une cohorte de 130 patients avec, 
ou courant le risque de développer, une MCAS ont reçu aléatoirement le Dal ou le 
placebo sur une période de 24 mois cette étude de phase IIb.520 Les indices de la 
morphologie des vaisseaux (aire totale du vaisseau) ont été mesurés par IRM 
(imagerie par résonance magnétique) après 24 mois, tandis que les indices de 
l’inflammation artérielle ont été mesurés par PET-CT (positron emission 
tomography-computed tomography) après 6 mois.520 L’aire totale du vaisseau 
évalué par IRM a démontré une diminution dans le groupe traité au Dal comparé au 
placebo.520 L’analyse des artères coronariennes par PET-CT a démontré une 
réduction de 7 % du TBR (diseased-segment target-to-background ratio) dans le 
groupe Dal par rapport au placebo.520 
 
 Malgré ces résultats sur l’effet de Dal conduisant à l’amélioration de niveaux 
de HDL-C, l’utilisation des inhibiteurs de la CETP est présentement remise en 
question en se basant sur l’étude de phase III dal-OUTCOMES qui évaluait les 
effets du traitement avec le Dal chez des patients atteints de syndrome coronarien 
aigu. En effet, l’effet du Dal a récemment été jugée futile par rapport au traitement 
de base par un comité indépendant DSMB (Data and Safety Monitoring Board) 
après qu’une évaluation intérimaire de 75 % des données ait suggéré que l’ajout du 
traitement Dal à d’autres traitements standards existants apportait une efficacité 
clinique non significative et malgré l’absence d’effets néfastes.521 Ceci a mené 
Hoffman-La Roche à interrompre les études du programme Dal-HEART,  incluant 
l’étude dal-PLAQUE-2 qui tentait à long terme les effets du Dal sur les 




3.2.6.2.1.3. L’anacetrapib (Ana) 
 Un autre inhibiteur de la CETP est l’anacetrapib (Ana), un inhibiteur dont la 
structure se rapproche du Tor, sans partager toutefois les mêmes propriétés que Tor 
pour la production d’aldostérone.510 Ana forme un complexe de haute affinité avec 
la CETP de manière réversible et est un inhibiteur ayant une efficacité de liaison 
plus grande que le Dal.  
 
 Dans des essais cliniques sur des donneurs sains, l’administration d’Ana 
durant 10 jours a permis d’augmenter de 139 % et diminuer de 38 % les niveaux de 
HDL-C et LDL-C respectivement.522 De même, chez des patients dyslipidémiques 
traités avec l’atorvastatine, où l’Ana a été donné durant 8 semaines, on a observé 
une hausse de 120 % et une diminution de 30 % des niveaux de HDL-C et LDL-C 
respectivement.523 De plus, une diminution de 50 % des niveaux plasmatiques de 
Lp(a) a aussi été notée suivant l’administration d’Ana.523 En plus de ses effets sur 
les paramètres lipidiques plasmatiques, Ana agit aussi sur la fonction des HDL en 
promouvant un plus grand efflux de cholestérol à partir des macrophages spumeux 
vers les HDL de patients traités 8 semaines avec l’Ana comparé aux patients traités 
avec un placebo.524  
 
 De plus, un autre essai clinique de phase III, l’essai DEFINE (Determining the 
Efficacy and Tolerability of CETP Inhibition with Anacetrapib) a été conduit afin 
d’évaluer une administration quotidienne d’Ana durant 18 mois sur les niveaux de 
LDL-C, d’HDL-C et de Lp(a) sur une cohorte de patients atteints de maladies 
coronariennes. Une diminution de 40 % et de 36 % des niveaux de LDL-C et de 
Lp(a) a été établie comparativement aux patients ayant reçu le placebo.525 De plus, 
une hausse de 138 % du HDL-C a aussi été observée.525  
 
 D’autres essais cliniques sont à l’ordre du jour dont l’étude de phase III 
REVEAL (Randomized EValuation of the Effects of Anacetrapib through Lipid 
modification) qui vise à déterminer l’effet de l’Ana sur le nombre d’événements 
coronariens majeurs chez une cohorte de patients atteints de maladies 
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coronariennes. Avec les informations qui seront obtenues des études en cours, de 
meilleurs fondements pour l’utilisation en clinique des inhibiteurs de la CETP 
pourront être établis. 
3.2.6.2.2. La niacine (acide nicotinique) 
 Une autre approche, qui vise à hausser les niveaux de HDL-C plasmatiques, 
est l’emploi de la niacine. Elle ne doit pas être négligée puisque cette molécule 
demeure le médicament le plus efficace disponible pour augmenter de 20-30 %526 
les niveaux de HDL-C et de 24 % les niveaux d’apoA-I.527 La niacine est une 
vitamine hydrosoluble de la classe B, qui se lie au récepteur GPR109A présent sur 
les adipocytes, permettant la diminution de la formation de TG par l’inhibition de 
l’enzyme limitante impliquée dans leur synthèse, la DGAT2 (acyl-coenzyme A: 
diacylglycerol acyltransferase 2), qui estérifie les diglycérides en triglycérides.528  
 
 De plus, la niacine est connue pour augmenter le catabolisme de l’apoB, ce 
qui induit une diminution de la production et de la sécrétion de lipoprotéines à 
apoB-100 par le foie.528 La niacine réduit aussi le catabolisme des HDL en 
diminuant l’expression de la partie F1 du récepteur F1-ATPase, résultant en une 
baisse de la captation de la particule entière par le foie.528  
 
 La renommée de la niacine repose sur des résultats positifs de plusieurs études 
menées sur des patients atteints de maladies coronariennes. En effet, dans une étude 
de patients atteints de maladie coronarienne, un traitement à la niacine a fait 
régresser l’épaisseur intima-média des carotides par rapport au groupe traité à 
l’ézétimibe, un traitement connu pour diminuer le LDL-C.529 De plus, le groupe 
traité à la niacine a démontré une hausse de 23 % du HDL-C malgré une légère 
hausse de 7 % du niveau des LDL-C.529  
 
 L’étude AIM-HIGH (Atherothrombosis Intervention in Metabolic Syndrome 
with Low HDL/High Triglycerides and Impact on Global Health Outcomes) sur les 
effets de la niacine en combinaison avec des traitements diminuant le LDL-C est 
parue dernièrement.530 Cette étude s’échelonnant sur trois ans a rassemblé une 
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cohorte de 3414 patients souffrant de MCV, qui ont tous reçu un traitement avec la 
simvastatine (et l’ézétimibe si nécessaire) en combinaison avec la niacine ou le 
placebo. Après deux ans de traitement, le groupe niacine a démontré une hausse de 
HDL-C et une diminution des niveaux de TG et de LDL-C.530 Néanmoins, aucun 
avantage clinique supplémentaire n’a été observé en lien avec cette combinaison de 
niacine avec les statines malgré les résultats encourageants des niveaux de HDL-C 
et de TG. Les résultats d’une autre étude sur les propriétés bénéfiques de la niacine, 
soit l’étude HPS2-THRIVE (Treatment of HDL to Reduce the Incidence of Vascular 
Events) vont être communiqués au cours de l’année à venir.  
 
 Malgré ses effets bénéfiques sur le métabolisme des lipides, la niacine 
comporte des effets indésirables sur la peau qui se caractérise par un rougissement 
du visage et d’autres parties du corps. Ce rougissement de la peau est le résultat 
d’une vasodilatation cutanée, qui mène à une sensation de chaleur et d’irritation.528 
Cette vasodilatation est initiée par l’activation de la formation des prostaglandines 
D2 (PGD2) et E2 (PDE2), qui se lient respectivement à leur récepteur PGD2 (DP1) et 
PGE2 (EP2 et EP4) dans la peau.531  
 
 À cet effet, un nouvel agent thérapeutique, le Cordaptive (MK-0524A) qui est 
une combinaison de la niacine et d’un bloqueur de DP1, le laropiprant a été proposé 
pour prévenir la vasodilation due à l’activation de la PGD2.528 Ce dernier est aussi 
en cours d’évaluation dans l’étude HPS2-THRIVE. Après une utilisation de la 
niacine s’échelonnant sur près de 50 ans, ce composé pharmacothérapeutique 
demeure le plus efficace des agents connus pour augmenter les niveaux de HDL-
C.532  
 
3.2.6.3. Les agonistes du LXR 
 Les agonistes du LXR, comme mentionné précédemment, agissent au niveau 
de facteurs de transcription qui augmentent la mobilisation du cholestérol 
intracellulaire, l’efflux de cholestérol par les voies d’ABCA1 et d’ABCG1 et qui 
permettent la génération d’HDL d’origine intestinale et hépatique.495 En effet, ce 
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sont des régulateurs de l’expression de plusieurs gènes incluant l’apoE, la LCAT, la 
CETP, la LPL et l’ABCG5/G8, ce qui résulte en une coordination à la hausse du 
TIC.533  
 
 Leur utilisation dans les modèles in vivo de souris et de hamster les qualifie 
comme des composés pouvant stimuler le TIC puisqu’ils promeuvent le TIC des 
macrophages aux fèces in vivo et qu’ils démontrent un effet athéroprotecteur en 
diminuant le développement de l’athérosclérose.467,534-536  
 
 Cependant, dans une étude sur des humains avec l’agoniste non sélectif de 
LXR et LXR, le LXR-623, des effets néfastes sur le système nerveux central ont 
été constatés menant à l’arrêt de cet essai clinique malgré la hausse de l’expression 
d’ABCA1 et d’ABCG1 systémique.537.  
 
 De plus, ce type d’agents pharmaceutiques peut aussi agir sur la CYP7A1 et 
sur la paire ABCG5/G8 au niveau hépatique pour initier le transport de cholestérol 
vers la bile.538 Cependant, l’action des agonistes du LXR ne se limite pas aux 
effets bénéfiques sur le TIC, mais cause aussi une stimulation à la hausse de 
l’expression de la SREBP-1c 217 qui cause une hausse de la synthèse d’acides gras, 
une hausse de la teneur en TG dans les VLDL et une accumulation de lipides 
(stéatose) dans les hépatocytes.217,539  
 
 Or, un agoniste systémique et non sélectif des isoformes du LXR, soit le 
GW3965 a été étudié dans un modèle de souris déficientes en LXR et en apoE et 
l’on a observé une nette amélioration des niveaux plasmatiques du HDL-C et une 
diminution du développement de la plaque au niveau de l’aorte.540 Ceci démontre 
que des agonistes du LXR pourraient constituer une alternative possible pour 




 De plus, d’autres cibles que les macrophages peuvent être activées par la voie 
des LXR, notamment dans l’intestin, qui lui aussi contribue à la régulation du TIC. 
En effet, un agoniste du LXR, non sélectif du LXR et LXR, mais ciblant 
uniquement l’intestin, soit le GW6340, a augmenté le TIC des macrophages aux 
fèces, avec une hausse de 52 % des stérols marqués radioactivement dans les fèces, 
et ceci, par la production d’HDL au niveau intestinal dans un modèle de souris.536 
De plus, une stimulation des gènes cibles du LXR intestinal impliqués dans la 
sécrétion du cholestérol dans le compartiment plasmatique (ABCA1) et luminal 
(ABCG5/ABCG8) a été observée. Ceci a mené à une hausse des niveaux de pré--
HDL, qui s’est reflétée par une amélioration du TIC et par une diminution du 
volume de la plaque au niveau aortique chez des souris transgéniques exprimant une 
protéine de fusion, le VP16-LXR sous le contrôle du promoteur de la villine.541 
Les agonistes ciblant le LXR au niveau intestinal sont donc eux aussi des voies 
pharmacologiques potentielles pour promouvoir le TIC.  
 
4. Problématique et but de l’étude 
 Les outils pour l’évaluation du TIC chez l’humain sont présentement limités. 
En effet, comme mentionné précédemment, les modèles unicellulaires et le modèle 
utilisant les isotopes stables ne permettent d’étudier que l’étape initiale du TIC et les 
modèles in vivo de souris et de hamsters permettent une étude du TIC spécifique 
aux macrophages, ce qui occasionne une dilution du signal radioactif dans l’animal, 
vu la part quantitativement minime que ceux-ci jouent dans le TIC. De plus, ces 
derniers sont dispendieux en temps et diminuent l’efficacité de l’analyse du TIC.  
 
 Or, un système d’étude du TIC réunissant les avantages et éliminant les 
désavantages des méthodes déjà en place serait utile pour l’évaluation de la 
régulation du TIC et de sa pertinence dans l’athérogénèse.  
 
 Nous proposons d’élaborer un système de co-culture in vitro afin de pouvoir 
évaluer les étapes du TIC. Ce système de co-culture veut combiner les avantages 
apportés par l’utilisation des systèmes unicellulaires d’efflux et ceux apportés par 
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les modèles in vivo. En effet, notre système repose sur la présence de deux types 
cellulaires différents mis en co-culture. Ce système permet d’effectuer des essais de 
flux de cholestérol marqué au tritium entre les deux types cellulaires, pour étudier, 
par exemple, le transfert de cholestérol entre des macrophages et des cellules 
hépatiques.  
 
 Notre objectif est d’utiliser ce nouveau modèle de TIC pour prédire la charge 
athérosclérotique d’un patient et le risque CV qui en découle, pour qualifier et 
quantifier l’efficacité d’un traitement donné à un patient par l’entremise de l’analyse 
de sérums de patients et pour évaluer de nouveaux traitements contre 
l’athérosclérose par leur effet sur le TIC in vitro avant même de l’appliquer chez 
l’humain. 
 
 MÉTHODES DÉTAILLÉES 
1. Préparation de lipoprotéines et de sérums. 
1.1. Isolement des LDL et HDL à partir du plasma humain 542
 Les LDL humaines ont été obtenues à partir de plasma humain mis en 
commun (n=10 volontaires sains) additionné d’EDTA (Bioreclamation, Huntsville, 
NY, États-Unis) par ultracentrifugation séquentielle isopycnique. À cette fin, on a 
ajouté au plasma fraîchement collecté 0,01 % d’azoture de sodium (NaN3) et 1 mM 
de fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF) à titre d’inhibiteurs de la croissance 
bactérienne et de protéases, respectivement. Puis, la densité originale du plasma 
(1,006 g/mL) a été haussée à la densité maximale des VLDL (1,019 g/mL) par ajout 
de bromure de potassium (KBr) selon la formule de Radding et Steinberg.543  
 
 Le plasma ajusté a ensuite été centrifugé dans les tubes Optiseal (Beckman-
Coulter, Mississauga, Ont., Canada.) durant 16 h à 129 024 g à 16 oC dans le rotor 
50,2Ti (Beckman) pour faire flotter les VLDL. Les tubes ont été coupés à la hauteur 
désirée avec le Tube Slicer (Beckman Coulter, Mississauga, Ont., Canada) pour 
récupérer le sous-nageant contenant les LDL et les HDL. Ensuite, la densité du 
sous-nageant a été haussée à la densité maximale des LDL (1,063 g/mL) pour les 
faire flotter par une ultracentrifugation de 16 h à 129 024 g dans le même rotor.  
 
 Les LDL ont été lavées à la même densité pour s’assurer de leur pureté, qui a 
été vérifiée par gel d’agarose 0,75 % coloré pour les protéines avec du bleu de 
Coomassie (Biosafe Coomassie, Bio-Rad, Saint-Laurent, Qc, Canada).  
 
 Les HDL totales ont été isolées à la densité maximale de 1,21 g/mL dans le 
même rotor, puis lavées et caractérisées de la même façon. Avant leur utilisation, 
toutes les lipoprotéines ont été dialysées extensivement dans 4 L (deux fois) de 
tampon Tris salin (TBS) au pH physiologique de 7,4 de façon à les débarrasser de 
leur KBr et ce, dans l’obscurité. 
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1.2. Préparation de sérum déplété en apolipoprotéine B 423
 En plus d’utiliser du sérum humain complet et des lipoprotéines isolées de 
plasma sanguin comme accepteurs de cholestérol dans les essais, du sérum humain 
déplété en apoB est aussi utilisé. Ceci permet de n’avoir que les composantes riches 
en apoA-I.  
 
 Pour ce faire, un volume de 0,4 mL d’une solution de polyéthylène glycol 
ayant un poids moléculaire de 6000 daltons (PEG-6000) à une concentration de 
20 % dans un tampon glycine 200  mM à pH 7,4 est ajoutée à un volume de 1 mL 
sérum humain complet non-dilué. Ce polymère est utilisé comme un agent de 
précipitation qui attire de manière non-ionique les molécules d’eau de la couche 
d’hydratation autour des protéines, et augmente ainsi la formation d’interactions 
protéines-protéines, qui occasionnent la précipitation des lipoprotéines contenant 
l’apoB. Des mouvements d’inversions sont faits afin d’assurer une homogénéité de 
la solution. La solution est alors incubée sur glace, (4°C), durant 20 min. Par la 
suite, on centrifuge le tube durant 30 min à une vitesse de 9 408 g à 4°C pour 
sédimenter le précipité. Une fois la séparation exécutée, on récolte le surnageant, 
soit le sérum déplété en apoB.  
 
1.3. Préparation des LDL acétylées (LDLac) 
 Pour obtenir la morphologie caractéristique des macrophages spumeux, une 
préparation de LDLac est nécessaire. Pour ce faire, à 1 mL contenant 16 mg de 
protéines de LDL (i.e. 16 mg/ml), on ajoute 1 mL d’acétate de sodium saturé, soit 
environ 4,5 M, que l’on mélange avec une agitation constante et légère à 4oC soit 
dans un bac de glace mis sur une plaque agitatrice. On additionne ensuite une masse 
d’anhydride acétique 1,5 fois supérieure à la masse de protéines contenue dans le 
tube, ce qui nous donne un excès de 40 fois la molarité des lysines des LDL. La 
réaction permet alors de modifier la majorité des lysines de l’apoB-100 des LDL en 
convertissant le groupement -aminé des lysines (chargé positivement) en 
groupement neutre. On divise cette masse en 6 aliquotes que l’on répartit sur 1 h. 
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On laisse agiter 30 min de plus, toujours à 4oC. On transfère la solution dans un sac 
de dialyse (membrane Spectra/Por) (VWR, Mont-Royal, QC, Canada) ayant des 
parois poreuses. Les pores qui constituent le sac possèdent un seuil de porosité de 6-
8 kiloDaltons (kDa), ce qui nous assure de retenir les LDL acétylées dans le sac. On 
dialyse le contenu du sac dans 4 L de tampon Tris-Buffered-Saline (TBS) deux fois 
à 4oC, à un pH 7,4 durant 4 h suivi de 16 h. 
 
1.4. Dosage de protéines selon la méthode de Lowry 
 Pour déterminer la concentration des lipoprotéines préparées, on fait appel à 
une méthode de dosage de protéines : la méthode de Lowry. La méthode de Lowry 
est une méthode colorimétrique permettant de déterminer la concentration d’un 
échantillon protéique inconnue en se référant à une courbe standard. La protéine 
standard utilisée lors des essais est l’albumine de sérum bovin (BSA) (Fisher 
Scientific, Ottawa, Ont., Canada) à une concentration de 1 mg/mL. Plusieurs 
dilutions de cette dernière (0 à 100 μg) dans 100 μL d’eau distillée permettront 
d’obtenir une courbe standard. De même, on dose un volume donné de la solution 
de concentration inconnue dans un volume final de 100 μL d’eau distillée. On 
ajoute aux solutions de la courbe standard ainsi qu’à la solution à doser 1 mL d’une 
solution fraîchement préparée contenant 48 parties de solution alcaline de carbonate 
de sodium (Na2CO3) 2 % dans 0,1 N d’hydroxyde de sodium (NaOH), une partie de 
tartrate de sodium et de potassium (2 %) dans l’eau et une partie de sulfate de cuivre 
(CuSO4.5 H2O) (1 %) dans l’eau. On incube le tout 10 min à température pièce. 
Après ce temps d’incubation, on ajoute 100 L du réactif Folin-Ciocalteu 1 N 
(Sigma Aldrich, Oakville, ON, Canada) durant 30 min en agitant quelques secondes 
afin d’assurer l’homogénéité de l’échantillon. Le réactif Folin-Ciocalteu interagit 
avec les réactifs de la solution précédente afin de réduire les acides aminés 
aromatiques (tyrosine et tryptophane) présents dans les échantillons et de former un 
complexe qui est coloré en bleu. On effectue ensuite une lecture à l’aide d’un 
spectromètre à une longueur d’onde de 595 nm. La lecture des absorbances 
obtenues permet de tracer la courbe standard et de déterminer la concentration de la 
solution inconnue en rapportant la valeur d’absorbance des inconnues sur la courbe. 
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2. Culture cellulaire 
2.1. Culture cellulaire des macrophages J774 et des hépatocytes HepG2 
 Les macrophages de souris J774 (ATCC, TIB-67) sont cultivés dans un milieu 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) à haute teneur en glucose à 4,5 g/L 
(Sigma Aldrich, Oakville, ON, Canada) supplémenté à 10 % de sérum fœtal bovin 
(FBS) inactivé et sont passés chaque semaine à une densité de 1 000 cellules par 
cm2 dans des pétris de 100 mm. Pour préserver le niveau de variation 
morphologique lors des essais de TIC, les cellules de passage p+5 au passage p+15 
sont utilisées lors de l’ensemencement.  
 
 Les cellules hépatiques HepG2 (ATCC, HB-8065) sont cultivées dans un 
milieu Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) à faible teneur en glucose à 
1,0 g/L (ATCC, 30-2003) supplémenté à 10 % de FBS inactivé et sont passées à 
chaque semaine à une densité de 15 000 cellules/cm2 dans des pétris de 100 mm. De 
même que pour les J774, on utilise des cellules de passage p+2 au passage p+24 lors 
de l’ensemencement.  
 
3. Essais cellulaires de transport de 3H-cholestérol pour l’évaluation du TIC 
3.1. Essais d’efflux de 3H-cholestérol par la méthode classique 
 Les macrophages de souris J774 sont ensemencés dans des puits de 3,8 cm2 
d’une plaque de 12 puits à une densité d’environ 5 000 cellules/cm2 durant 72 h 
dans un incubateur à 37°C, 5 % CO2, afin d’atteindre une confluence approximative 
de 80-90 %.  
 
 Une fois la confluence désirée atteinte, les cellules sont rincées au tampon 
phosphate salin (PBS) contenant de l’albumine de sérum bovin (0,1 %) (PBS-0,1 % 
BSA) (Fisher) ainsi qu’un complément de calcium et de magnésium (0,1 %). Cet 
ajout permet d’assurer une adhésion adéquate de ce type cellulaire lors des rinçages 
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et d’augmenter l’efficacité de l’essai. Les macrophages sont par la suite gorgés et 
marqués avec 50 μg/mL de LDLac et 2 μCi/mL de 3H-cholestérol (Perkin Elmer, 
Waltham, MA, USA) durant 24 h dans un milieu DMEM riche en glucose contenant 
1 % pénicilline/streptomycine et 1 % de sérum fœtal bovin (milieu de marquage). 
Les macrophages subissent un changement de morphologie et se transforment en 
cellules spumeuses.  
 
 Les cellules J774 gorgées et marquées sont rincées avec du PBS-0,1 % BSA 
avec calcium et magnésium et ensuite avec du DMEM supplémenté avec 0,2 % 
d’albumine de sérum bovin dépourvue d’acides gras (Sigma Aldrich, Oakville, ON, 
Canada) DMEM-0,2 % BSA. Les cellules spumeuses sont ensuite incubées en 
présence ou non de traitements pharmacologiques dans du  DMEM-0,2 % BSA 
durant une nuit en triplicata. Le traitement à l’AMPc (0,3 mM) est utilisé comme 
agent stimulant de l’efflux de cholestérol. 
 
 Après un autre lavage au PBS-0,1 % BSA avec calcium et magnésium, on 
ajoute ensuite du milieu DMEM sans rouge de phénol (Sigma Aldrich, Oakville, 
ON, Canada) (milieu d’efflux) comportant les différents accepteurs de cholestérol, 
soit des lipoprotéines isolées ou un pool de sérum humain pour chaque condition 
étudiée. L’incubation avec le milieu se fait sur une période d’incubation de 24 h. Ce 
milieu d’efflux est ensuite récolté dans des tubes de 1,5 mL (Fisher Scientific, 
Ottawa, Ont., Canada) et centrifugé à une vitesse de 124 g durant 10 min afin de 
sédimenter les cellules et les séparer du milieu. Ceci évite l’introduction d’un biais 
dans l’analyse des résultats obtenus pour le milieu. Les cellules J774 sont lavées 
avec du PBS-0,1 % BSA avec calcium et magnésium et du PBS pour décrocher le 
cholestérol tritié libre de la surface cellulaire, qui pourrait fausser les comptes de 
radioactivité dans les cellules. La monocouche de J774 est alors lysée avec 0,5 mL 
d’hydroxyde de sodium (NaOH) (0,5 N) et récoltée. Les puits sont ensuite rincés 
avec 0,25 mL de NaOH 0,5 N additionnel. Le rinçage est combiné au lysat cellulaire 
de J774 pour un total de 750 L. Une aliquote de 100 μL du surnageant du milieu 
d’efflux et le 1 mL de lysat cellulaire sont transférés séparément dans un vial de 
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20 mL contenant 15 mL de liquide à scintillation (MP Biomedical) afin de mesurer 
le nombre de coups par minutes (cpm) de chaque échantillon à l’aide d’un compteur 
 (Beckman -Coulter). 
 
 Un facteur de dilution de 10 est appliqué aux comptes pour les échantillons du 
milieu d’efflux. Le pourcentage d’efflux est calculé comme suit, soit le nombre de 
coups par minutes (cpm) retrouvé dans le milieu d’efflux sur la somme totale des 
cpm retrouvés dans le milieu d’efflux et retrouvés dans le lysat cellulaire de J774 de 
chaque échantillon multiplié par 100.  
 
3.2. Essais de transport du 3H-cholestérol dans un système in vitro du 
TIC du milieu d’efflux des cellules J774 sur les cellules HepG2  
 Ce système par transfert débute comme pour un essai d’efflux classique de 
3H-cholestérol. Cependant des étapes supplémentaires y sont ajoutées.  
 
 Les hépatocytes humains HepG2 sont ensemencés dans des puits de 3,8 cm2 
d’une plaque de 12 puits à une densité de 60 000 cellules/cm2 durant 5 jours dans un 
incubateur à 37°C, 5 % CO2, afin d’atteindre une confluence souhaitée de 80-90 %. 
Un changement de milieu des HepG2 est effectué après 72 h. 
 
 Au jour 5, les cellules HepG2 sont lavées avec du PBS-0,1 % BSA avec 
calcium et magnésium. Les surnageants du milieu d’efflux des différentes 
conditions, maintenant dépourvu des débris cellulaires par centrifugation, sont alors 
mis en commun et redistribués sur les cellules hépatiques pour un temps 
d’incubation identique à l’efflux, soit 24 h. Les cellules hépatiques deviennent donc 
les cellules réceptrices d’un milieu d’efflux conditionné par les J774. 
 
 Le temps d’incubation terminé, on récolte le milieu qui se définit maintenant 
comme le milieu d’influx puisqu’il a été conditionné par les cellules HepG2. La 
même procédure de récolte du milieu d’influx et du lysat cellulaire utilisée pour les 
cellules J774 est appliquée. Une aliquote de 800 μL du surnageant du milieu 
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d’influx et le 1 mL de lysat cellulaire de HepG2 sont transférés séparément dans un 
vial de 20 mL contenant 15 mL de liquide à scintillation (MP Biomedical) afin de 
mesurer le nombre de cpm de chaque échantillon à l’aide d’un compteur  
(Beckman Coulter). 
 
 Un facteur de correction de 1,25 est appliqué aux comptes pour les 
échantillons du milieu d’influx. Les comptes d’influx sont alors mesurés comme 
étant le nombre de cpm contenus dans le lysat cellulaire des cellules HepG2.
 
3.3. Essais de transport du 3H-cholestérol dans un système de co-culture 
in vitro (protocole standard)
 Le système de co-culture partage les mêmes étapes initiales quant au 
marquage et au gorgement par les LDLac des cellules J774. L’étape d’équilibration 
peut différer par l’addition de différents traitements.  
 
 Dans le cadre des expériences décrites ultérieurement, la stimulation avec de 
l’AMPc (0,3 mM) est encore utilisée. De plus, d’autres traitements 
pharmacologiques stimulant l’expression de l’ABCA1 tels que les agonistes LXR 
naturels et synthétiques soit l’oxystérol, 22-R-hydroxycholestérol (22-OH-chol.) en 
combinaison avec un dérivé de la vitamine A, soit l’acide cis-9-rétinoïque (9c-RA) 
et l’agent synthétique TO901317 (TO) à des concentrations finales de 10 μM dans 
0,1 % (v/v) DMSO sont aussi utilisés durant une incubation de 16 h. Après ce temps 
d’incubation, les cellules spumeuses sont lavées avec du PBS-0,1 % BSA avec 
calcium et magnésium. 
 
 Les cellules HepG2 dans ce système sont ensemencées à une densité de 
60 000 cellules/cm2 sur des chambres de Boyden (Transwell plates, Corning, New 
York, NY, États-Unis), constituées d’un support en polystyrène et d’une membrane 
en polyester ayant une taille de pores de 3,0 μm, une surface de 1,12 cm2 et une 
porosité de 2x106 pores/cm2. Un changement de milieu est effectué après 72 h. 
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 Après 5 jours de culture, les hépatocytes sont rincés au PBS-0,1 % BSA avec 
calcium et magnésium. Le système de co-culture est mis en place, c’est-à-dire que 
l’on place les inserts contenant les cellules HepG2 dans les puits avec la 
monocouche de J774. Un milieu dépourvu en rouge de phénol (4 mL), contenant les 
différents accepteurs de cholestérol est ajouté et partagé par les deux compartiments 
de la chambre de Boyden, ce dernier étant défini comme le milieu d’échange. 
Différents types d’accepteurs de cholestérol sont ajoutés au milieu tels que des HDL 
isolées, différentes concentrations de sérum humain mis en commun ou provenant 
de donneurs sains normolipidémiques ou du sérum déplété en apoB.  
 
 Après une période d’échange de 24 h, on récolte le milieu dans des tubes de 
15 mL, que l’on centrifuge à 124 g pendant 10 min. Le système de co-culture est 
lavé avec du PBS-0,1 % BSA avec calcium et magnésium, puis avec du PBS. 
L’insert est ensuite retiré du puits, séparant ainsi les deux compartiments. Les 
cellules dans le fond du puits de 3,8 cm2 sont lysées comme décrit précédemment. 
 
 En ce qui a trait aux membranes de polyester, elles sont détachées de leur 
support de polystyrène à l’aide une lame de rasoir et sont mises en contact avec 
1 mL de NaOH 0,5 N pour une période de 30 min à température ambiante. Après ce 
temps, le lysat cellulaire est récolté et la membrane est rincée avec 1 mL de NaOH 
0,5 N additionnel, qui est combiné au lysat cellulaire pour un volume total de 2 mL.  
 
 Une aliquote de 1 mL du surnageant du milieu, les lysats cellulaires des J774 
et des HepG2 (1 mL et 2 mL, respectivement) ainsi que la membrane sont transférés 
dans quatre vials avec 15 mL de liquide de scintillation pour mesurer la radioactivité 
de chaque compartiment de la co-culture par un compteur . 
 
 Un facteur de correction de 4 est appliqué aux comptes du milieu. De plus, un 
facteur de correction de 10 % et de 13 % est aussi appliqué au milieu de flux ainsi 
qu’au lysat cellulaire des HepG2, respectivement, pour corriger l’effet de quench, 
causé par le milieu (1 mL) et le NaOH (2 mL) échantillonnée par le compteur. En 
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effet, des substances colorées (milieu) ainsi que des facteurs chimiques (solution 
basique, le NaOH) peuvent affecter la mesure de la radioactivité dans l’échantillon, 
respectivement, en causant l’absorption des photons produits par l’énergie des 
rayonnements bêta dans le liquide à scintillation ou en réduisant l’efficacité de 
transfert de l’énergie des rayonnements bêta du solvant au scintillateur.  
 
 Le pourcentage d’efflux du système de co-culture est calculé comme étant la 
somme des comptes (en cpm) retrouvés dans le milieu, des comptes dans le lysat 
cellulaire des HepG2 et les comptes du résidu sur la membrane, divisée par la 
somme totale des comptes (en cpm) dans le système, soit dans les cellules J774, 
dans le milieu, dans le lysat cellulaire des HepG2 et du résidu sur la membrane, le 
tout multiplié par 100.  
 
 Les comptes d’influx sont mesurés comme étant le nombre de cpm contenus 
dans le lysat cellulaire des cellules HepG2.  
 
3.3.1. Essais dans un système de co-culture in vitro pour déterminer la 
densité optimale d’ensemencement des HepG2 
 La densité optimale d’ensemencement des HepG2 a été évaluée lors 
d’expériences préliminaires pour la culture des HepG2 sur la membrane de l’insert. 
Différentes concentrations cellulaires ont été ensemencées et ont été cultivées sur 
une période de 5 jours, où un changement de milieu a été effectué au jour 3. Au jour 
5, les cellules HepG2 ont été rincées avec du PBS. Les inserts ont ensuite été traités 
avec trois solutions d’un ensemble de coloration Kwik-Diff (Thermo Scientific). 
Ainsi, les inserts ont été incubés 30 sec dans 2 mL d’une solution composée de 
méthanol, d’éosine et de bleue de méthylène, successivement. La solution de 
méthanol permet de fixer la forme des cellules et les deux autres permettent la 
coloration des cellules. Cette méthode a rendu possible l’estimation de la confluence 
cellulaire sur la membrane de l’insert par analyse d’images à l’aide d’ImagePro 7,0.  
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3.3.2. Essais de transport du 3H-cholestérol dans un système de co-
culture in vitro pour déterminer la proportion de 3H-cholestérol
associée aux cellules HepG2 
 Afin de déterminer la proportion associée aux cellules HepG2 et celle associée 
à l’adsorption de 3H-cholestérol par la membrane poreuse, un essai a été mené avec 
différentes méthodes de solubilisation des cellules sur la membrane. La 
solubilisation des cellules J774 contenues dans les puits (Lysat J774-puits) ainsi que 
la récolte du milieu de transport (Milieu) ont été effectuées de la même manière 
dans les deux cas. Les deux méthodes de solubilisation pour les cellules sur la 
membrane sont: 1) la méthode standard (M1) par laquelle la solubilisation de la 
membrane se fait avec du NaOH 0,5 N afin d’en récolter le lysat cellulaire des 
HepG2 (Lysat HepG2-M1), et 2) la méthode par trypsination (M2), qui fait appel à 
une incubation de 5 min sur les cellules HepG2 avec de la trypsine-ETDA 1X 
(Sigma), suivie d’une inactivation de celle-ci avec du EMEM-10 % FBS. Cette 
dernière méthode permet de détacher les cellules de la membrane et de récolter 
celles-ci par une centrifugation à 124 g durant 10 min (Cellules HepG2-M2). Les 
membranes récoltées après la solubilisation cellulaire par la M1 (Résidus-
membrane-M1) et par la M2 (Résidus-membrane-M2) sont alors également 
comptées par scintillation afin d’en connaître le résidu de 3H-cholestérol.  
 
3.3.3. Essais de 3H-cholestérol dans un système de co-culture in vitro
pour déterminer l’effet de différents revêtements sur l’adsorption 
non-spécifique du 3H-cholestérol sur la membrane. 
 Différents revêtements de la membrane poreuse ont été évalués afin d’essayer 
de minimiser les résidus de 3H-cholestérol. Avant l’ensemencement des cellules 
HepG2 pour l’essai de 3H-cholestérol, les inserts ont été prétraités respectivement 
avec du EMEM-10 % FBS, de l’alcool polyvinylique (1 %) (Sigma), de la BSA 
(0,5 %) (Sigma) ou avec de la poly(L)-lysine (0,01 %) (Sigma) durant 1 h à 37°C. 
Après le prétraitement, les inserts ont été rincés avec du PBS pour permettre 
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l’ensemencement des cellules HepG2 sur la membrane. Les procédures 
subséquentes ont été celles de la méthode standard.  
 
3.3.4. Essais de 3H-cholestérol dans un système de co-culture in vitro
pour déterminer l’effet de différents types d’inserts sur 
l’adsorption non-spécifique du 3H-cholestérol sur la membrane. 
 De plus, différents types de membranes ont été évalués. La méthode standard 
a été utilisée pour évaluer le TIC dans différents types d’inserts (Corning) où la 
membrane était faite de polycarbonate (PC), de polyester (PE) en présence ou non 
d’un revêtement en collagène (Coll.), avec des tailles de pores de 0,4 ou 3,0 m. 
 
4. Immunobuvardage (Western blot) 
 Afin de valider les résultats obtenus lors des essais de 3H-cholestérol pour 
évaluer le transport du cholestérol, des immunobuvardages (Western blot) ont été 
effectués. L’implication des différents transporteurs tels que l’ABCA1 et le SR-BI 
ainsi que la modulation de leur expression par l’entremise de différents traitements 
tels que le gorgement cellulaire par les LDLac et la stimulation par l’AMPc et des 
agonistes LXR ont été observées. 
 
 La préparation des lysats des deux types cellulaires utilisés dans le système de 
co-culture, a été faite à l’aide d’un tampon de lyse RadioImmunoPrecipitation 
Assay (RIPA) additionné d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases pour usage 
général (numéro de catalogue : P2714, Sigma Aldrich, Oakville, ON, Canada) pour 
les protéases à sérine (AEBSF,Aprotinin, EDTA, Leupeptin hemisulfate salt), à 
cystéine (E-64, Leupeptin hemisulfate salt) et les métalloprotéases (EDTA).  
 
 Le dosage des protéines a été effectué en usant d’un ensemble de dosage de 
BCA (Pierce) puisqu’une interférence entre le tampon de lyse RIPA et les réactifs 
de la méthode de Lowry a été observée. Des quantités de protéines s’échelonnant de 
20-40 μg ont été mises sur des gels d’acrylamide de 7,5 % avec tampon réducteur 
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de chargement (stock 4 fois concentré : (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8; SDS 10 %; 
2-mercaptoéthanol 2 M; sucrose 1,2 M, EGTA 0,2 M; bleu de bromophénol 
0,4 mM). Une échelle de poids moléculaire (Bio-Rad, Saint-Laurent, Qc, Canada) a 
été ajoutée parallèlement aux échantillons afin de pouvoir estimer la taille en kDa 
des bandes révélées. Les échantillons ont été chauffés durant 30 min. à 37°C pour 
ABCA1 ou 5 min. à 95°C pour SR-BI, ce qui permet de dénaturer les protéines et de 
les réduire. Les échantillons mis sur gel ont migré environ 1 h 30 dans du tampon de 
migration pH 8,6 (25  mM Trizma Base, 192  mM glycine, 0,1 % SDS, ddH2O) à un 
voltage de 200 V. Après la migration des échantillons, les protéines du gel 
d’acrylamide ont été transférées sur une membrane de fluorure de polyvinylidène 
(PVDF) dans un tampon de transfert 1X pH 8,6 (25  mM Trizma Base, 192  mM 
glycine) durant 3 h à 100 V, ou durant 16 h à 20 V à une température de 4°C. Afin 
de détecter les bandes d’intérêt, la membrane incubée avec un anticorps primaire de 
lapin anti-humain ABCA1 (Novus Biologicals, NB 400-105, Oakville, Ont., 
Canada) à une dilution de 1/1000 et à un anticorps primaire de lapin anti-souris de 
SR-BI (Novus Biologicals, NB 400-104, Oakville, Ont., Canada) à une dilution de 
1/5000. La détection de ces deux protéines a été faite par le même anticorps 
secondaire de chèvre anti-lapin conjugué à la peroxydase de raifort (HRP) à une 
dilution de 1/1000. Un immunobuvardage d’une protéine domestique, la -actine, a 
aussi été effectué afin de pouvoir rapporter les changements d’intensité sur une 
protéine dont le niveau d’expression demeure habituellement stable.  
 
 Le signal sur les membranes a été révélé par un ensemble de détection ECL 
(Western Lightning Chemiluminescence Reagent plus NEL104) (PerkinElmer, 
Waltham, MA, États-Unis) sur des films (Kodak) dans la noirceur avec différents 
temps d’exposition variant entre 30 sec et 2 min. Les films ont été analysés par 






5. Analyses statistiques 
Les analyses statistiques utilisées lors de mes essais sont le test t de Student non 
apparié ainsi qu’une analyse de variance (ANOVA) à un critère de classification, 
suivi d’un post-test de Tukey. Ces derniers ont été effectués avec le logiciel Prism 
version 5,03 (GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com). 
De plus, une valeur de P inférieure à 0,05 a été considérée comme significative. Les 
données sont représentées par la valeur moyenne plus ou moins l’écart-type (S.D). 
 
 RÉSULTATS PRÉLIMINAIRES 
1. Transport du 3H-cholestérol par efflux classique. 
1.1. Dose-réponse avec différentes concentrations d’apoA-I et de HDL 
isolées.
 L’utilisation de différents types d’accepteurs extracellulaires du cholestérol 
permet l’étude de la contribution des différentes voies impliquées dans la modulation 
de l’efflux de cholestérol à partir des macrophages. Tout d’abord, une expérience de 
dose-réponse a été établie avec de l’apoA-I purifiée ainsi que la fraction totale des 
HDL isolées de plasma humain. Les résultats obtenus démontrent un efflux avec des 
cellules J774, prétraitées ou non à l’AMPc, vers un milieu contenant soit de l’apoA-I 
(0-20 g/mL) (Figure 5 A, p.114) soit un milieu contenant des HDL (0-60 g/mL) 
(Figure 5B, p.114) pendant 24 h. L’efflux de 3H-cholestérol vers l’apoA-I permet 
d’observer une différence significative entre la condition traitée à l’AMPc et celle 
non-traitée à partir d’une concentration de 10 g/mL, tandis qu’aucune différence 
significative n’est notée dans les valeurs d’efflux pour les cellules ayant subi un 
prétraitement à l’AMPc par rapport à celle sans traitement pour les concentrations de 
HDL étudiées. Puisque que le traitement à l’AMPc est couramment utilisé pour 
observer l’efflux de cholestérol par la voie d’ABCA1, ceci démontre bien que 
l’apport d’apoA-I comme accepteurs de cholestérol dans le milieu de culture stimule 
l’efflux à la hausse et que l’efflux médié par ABCA1 a très peu d’influence sur 
l’efflux vers les HDL isolées, qui emprunte plutôt les voies d’ABCG1 et de SR-BI. 
 
 Cependant, lorsque l’on compare les cellules traitées ou non avec l’AMPc et 
exposées à l’apoA-I ou HDL avec le DMEM seul, c’est-à-dire un milieu ne 
contenant aucun accepteur de cholestérol, on peut distinguer des valeurs d’efflux de 
3H-cholestérol significativement différentes à partir de la concentration de 5 g/mL 
pour l’apoA-I et 10 g/mL pour les HDL.  
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 De plus, des courbes de régression non-linéaire ont été effectuées pour la 
dose-réponse avec l’apoA-I et les HDL isolées. Un modèle de saturation par liaison a 
été choisi, qui suppose la contribution d’un compartiment non-spécifique et 
spécifique. Pour l’apoA-I, on distingue bel et bien deux courbes différentes pour les 
cellules J774 traitées à l’AMPc ou non, et ce basé sur des paramètres statistiquement 
différents. En effet, la valeur maximale d’efflux du compartiment spécifique (Bmax) 
est grandement augmentée en présence du traitement à l’AMPc (51,9 %) par rapport 
à la condition sans stimulation (22,6 %). Un autre paramètre qui appuie la distinction 
entre les deux courbes est la concentration d’apoA-I permettant d’atteindre la moitié 
du Bmax, soit le Kd. Le Kd de la courbe représentant celle du traitement des cellules 
illustre une concentration de 16,2 g/mL tandis que cette concentration est de 
9,1 g/mL pour la courbe des cellules non-traitées. Malgré ces paramètres différents, 
le bruit de fond ainsi que la pente du compartiment non-spécifique (NS), 
correspondant à l’efflux basal en absence d’apoA-I demeurent négligeable.  
 
 En ce qui a trait à la régression pour la dose-réponse des HDL, aucune 
distinction n’est révélée entre les deux courbes représentant celles traitées ou non 
l’AMPc. En effet, les valeurs de Bmax (11,6 vs 13,8 % d’efflux), de Kd (18,1 vs 
24,5 g/mL d’HDL), du bruit de fond (3,1 vs 3,2 % d’efflux) et du NS (0,21 vs 
0,20 % d’efflux/ g/mL d’HDL) pour les courbes en présence d’un prétraitement ou 




Figure 5: Pourcentage d’efflux de cholestérol lors d’une expérience de dose-
réponse avec différentes concentrations d’apoA-I et de HDL isolées par efflux 
classique.
 
Les cellules J774 ont été marquées (3H-cholestérol) et gorgées (LDLac) pendant 24 h 
tel que décrit dans les méthodes. Elles ont ensuite été prétraitées durant 16 h en 
présence ou non d’AMPc (0,3 mM), suivi d’un efflux classique de 24 h vers l’apoA-I 
(0-20 g/mL) (A) ou des HDL totales (0-60 g/mL) (B). La ligne noire correspond à 
la condition non traitée et la ligne bleue, à celle traitée avec l’AMPc. Les points 
représentent la moyenne ± E.T. de 3 expériences réalisées en triplicata.  
 
* p<0,05  vs ctl sans AMPc: test T non apparié  





2. Transport du 3H-cholestérol dans un système in vitro du TIC par transfert 
de milieu conditionné 
2.1. Dose réponse avec différentes concentrations de sérum humain mis 
en commun 
 Pour mieux comprendre les effets de l’efflux des macrophages sur des 
hépatocytes lors du TIC, un système in vitro du TIC par transfert de milieu 
conditionné a été créé qui permet l’étude des voies impliquées dans l’efflux de 
cholestérol à partir de J774 stimulées ou non à l’AMPc et son influence sur l’étape de 
la captation du cholestérol dans les hépatocytes en transférant un milieu conditionné 
(milieu d’efflux) par les J774.  
 
 L’utilisation d’un sérum complet permet d’obtenir une analyse quantitative des 
différents accepteurs retrouvés dans celui-ci et permet d’étudier la contribution de 
chacun pour le TIC. Les résultats obtenus à la Figure 6A, p.116 démontrent tout 
d’abord une dose-réponse avec différentes concentrations de sérum humain (0-
10 % HS) où des cellules J774 sont prétraitées ou non à l’AMPc. Le transfert de ce 
milieu qui est incubé pendant 24 h sur les cellules HepG2 est illustré à la Figure 6 B, 
p.116. On note une différence significative entre la condition traitée et celle non 
traitée pour l’efflux ainsi que pour la captation de cholestérol marqué hépatique 
uniquement à une concentration de 1 % HS. Une tendance est malgré tout présente à 
2 % HS (p=0,054), mais n’atteint pas le seuil de significativité fixé. Une hausse de 
45 % de l’efflux est associée au traitement avec l’AMPc à cette concentration de 
sérum. Lorsque l’on examine l’effet de la concentration de sérum comparé au 
DMEM seul, on observe qu’un efflux de cholestérol significatif est détecté à partir de 




Figure 6. Pourcentage d’efflux et comptes bruts (en cpm) d’influx dans les 
HepG2 lors d’une dose-réponse par transfert avec des sérums humains 
individuels mis en commun. 
 
Les cellules J774 ont été marquées (3H-cholestérol) et gorgées (LDLac) pendant 24 h 
tel que décrit dans les méthodes. Elles ont ensuite été prétraitées durant 16 h en 
présence ou non d’AMPc (0,3 mM), suivi d’un efflux classique de 24 h (A) et d’un 
transfert du milieu d’efflux des J774 sur les HepG2 durant 24 h, vers du sérum 
humain mis en commun à diverses concentrations par dilution avec du DMEM sans 
rouge de phénol(0-10 % HS) (B). La ligne noire correspond à la condition non traitée 
et la ligne bleue, à celle traitée avec l’AMPc. Les points représentent la moyenne ± 
E.T. de 3 expériences réalisées en triplicata.  
* p <0,05  vs ctl sans AMPc: test T de Student non apparié  




 En ce qui a trait aux comptes récoltés dans le lysat cellulaire des HepG2, on 
perçoit une différence significative par rapport au DMEM seul à une concentration 
de 2 % HS pour les cellules J774 sans traitement et à une concentration de 1 % pour 
celle où les cellules ont été stimulées. Un apport supplémentaire de cpm de 45 % est 
aussi observé lorsque les cellules HepG2 sont incubées avec le milieu conditonné 
provenant des cellules J774 stimulées par l’AMPc. Au-delà de 2 % HS, une 
saturation des cpm dans les cellules HepG2 survient, on n’observe pas une entrée 
plus grande du cholestérol marqué dans les cellules acceptrices. De plus, de faibles 
cpm sont mesurés dans les cellules HepG2 avec le DMEM seul par rapport à ceux 
observés dans les cellules HepG2 incubés avec le sérum humain, ce qui permet une 
distinction bien marquée des cpm spécifiques au sérum.  
 
 Afin de vérifier que les courbes d’efflux et d’influx en présence ou non du 
traitement par AMPc soient différentes l’un de l’autre, une régression non linéaire a 
été effectuée. On observe bel et bien une différence des courbes d’efflux en 
distinguant des valeurs de Bmax (49,9 vs 27,5 % d’efflux), de Kd (0,97 vs 0,65  % 
de sérum humain) et de NS (0,48 vs 2,3 cpm/ % d’efflux) pour la courbe représente 
les cellules traitées ou non, respectivement. Les valeurs de bruit de fond demeurent 
cependant équivalentes pour les deux courbes. Pour les courbes d’influx, la 
distinction entre les deux courbes en présence ou non de l’AMPc est maintenue. En 
effet, des valeurs de Bmax (84 084 cpm vs 38 432 cpm), de Kd (0,72 vs 0,28 % de 
sérum humain), de NS (-2 873 vs 261 cpm/ % sérum humain) et de bruit de fond 
(5 065 vs 6 326 cpm) ont été rapportées statistiquement différentes pour la courbe 
indiquant les cellules stimulées ou non à l’AMPc, respectivement.  
 
 En somme, vu le soutien statistique obtenu avec 2 % HS pour la captation de 
cholestérol marqué hépatique, cette concentration de sérum est choisie pour 
poursuivre les expériences. À cette concentration de sérum humain, si l’on considère 
la condition sans traitement, on observe un efflux de 25 % par les cellules J774 et 
une entrée de 39 000 cpm dans les cellules HepG2, après soustraction de l’efflux et 
l’influx basal (DMEM). 
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2.2. Essai avec différents types d’accepteurs de cholestérol et du sérum 
humain mis en commun 
 Les voies connues pour promouvoir l’efflux de cholestérol dans les 
macrophages emploient chacune un substrat de prédilection. Il nous est alors paru 
intéressant d’étudier ces divers accepteurs de cholestérol dans le modèle cellulaire 
par transfert. Les concentrations de 20 et de 40 g/mL ont été respectivement 
choisies pour l’apoA-I et la fraction totale des HDL isolées du plasma humain. La 
concentration d’apoA-I a été choisie pour observer un efflux distinguable entre la 
condition sans et avec traitement, où la concentration choisie représente 100 fois la 
concentration d’apoA-I sérique, soit 2 mg/mL. Or, la concentration protéique des 
HDL isolées reflète sensiblement celle retrouvée dans 2 % de sérum humain mis en 
commun de volontaires normolipidémiques.  
 
 L’efflux provenant des macrophages J774 vers ces trois types d’accepteurs de 
cholestérol est présenté à la Figure 7 A, p.120. La stimulation à l’AMPc a pu 
augmenter de manière significative l’efflux de cholestérol de 2,0 fois vers l’apoA-I et 
de 1,5 fois vers le sérum complet, une fois soustrait l’efflux basal (DMEM). Aucune 
différence n’est apparente pour l’efflux stimulé avec les HDL isolées. De plus, les 
efflux de chaque accepteur dans les macrophages stimulés ou non à l’AMPc, sont 
significativement différents du DMEM seul. Malgré un effet positif du traitement à 
l’AMPc sur l’efflux de cholestérol, ce traitement n’a pas pu augmenter de manière 
statistiquement significative les comptes d’influx obtenus dans les cellules HepG2 
par rapport à la condition non traitée pour l’apoA-I et le sérum complet. Cependant, 
pour l’apoA-I, une forte tendance (p=0,0501) est observée.  
 
 Comme pour l’efflux, le traitement n’a pas augmenté l’incorporation de 
cholestérol marqué dans les HepG2 en présence des HDL isolées. (Figure 7 B, p.120) 
Lorsqu’on a voulu comparer les différents accepteurs de cholestérol entre eux, on a 
noté des différences significatives entre l’apoA-I et les HDL par rapport au sérum 
complet dans l’efflux de cholestérol des macrophages stimulés ou non. Pour les 
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comptes mesurés dans les HepG2, des différences significatives ont été notées entre 
la captation faite par le milieu contenant l’apoA-I et par le milieu contenant le sérum 
complet, sans aucune différence entre le milieu ayant des particules isolées d’HDL et 
le sérum complet pour les cellules non traitées. Pour la condition où les cellules 
hépatiques ont été incubées avec le milieu provenant de cellules stimulées, des 
différences significatives sont perçues pour la captation par l’apoA-I et les HDL 




Figure 7. Pourcentage d’efflux et comptes bruts dans les HepG2 avec différents 
accepteurs de cholestérol par transfert. 
 
Les cellules J774 ont été marquées (3H-cholestérol) et gorgées (LDLac) pendant 24 h 
tel que décrit dans la section décrivant les méthodes. Elles ont ensuite été prétraitées 
durant 16 h en présence ou non d’AMPc (0,3 mM), suivi d’un efflux classique de 
24 h (A) et d’un transfert du milieu d’efflux des J774 sur les HepG2 durant 24 h vers 
des accepteurs de cholestérol isolés comme l’apoA-I (20 g/mL), des HDL totales 
(40 g/mL) et du sérum humain mis en commun (2 % HS) (B). Les barres noires 
correspondent à la condition non traitée et les barres bleues, le prétraitement avec 
l’AMPc. Les barres représentent la moyenne ± E.T. de 3 expériences réalisées en 
triplicata.  
** p <0,01 vs ctl sans AMPc: test T de Student non apparié  
b p<0,01 et c p<0,001: analyse de variance à un critère, post-test de Tukey  
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3. Transport du 3H-cholestérol dans un système in vitro du TIC en co-culture 
3.1. Détermination de la densité d’ensemencement optimale des HepG2 
dans l’insert 
 Avant même d’effectuer des expériences de co-culture, on a préalablement 
tenté d’évaluer la confluence cellulaire sur la membrane de l’insert. Pour ce faire, 
différentes quantités de cellules HepG2 ont été ensemencées et cultivées dans l’insert 
durant 5 jours.  
 
 Le pourcentage de confluence cellulaire pour chaque densité d’HepG2 de 
départ est illustré dans la (Figure 8, p.122). On démontre un pourcentage de la 
confluence cellulaire de 66 %, 83 %, 83 % et 87 % respectivement pour les densités 
de 20 000, 40 000, 45 000 et 60 000 cellules/cm2. Aucune différence significative n’a 
été décelée entre les différentes densités cellulaires. De plus, une saturation de la 
confluence cellulaire sur la membrane de l’insert semble est évidente à partir d’une 
densité de 40 000 cellules/ cm2.  
 
 Pour se prononcer sur le choix de densité cellulaire à privilégier, on a basé nos 
critères de sélection sur le pourcentage de confluence, qui influence l’espacement 
intercellulaire sur la membrane et la variabilité inter-essai. Les densités cellulaires de 
20 000 et 40 000 cellules/cm2 n’ont pas été choisies puisqu’elles possèdent les 
pourcentages de confluence les plus faibles ainsi que les variabilités inter-essais les 
plus élevées. Un ensemencement de départ avec 45 000 ou 60 000 cellules/cm2 
procure une confluence cellulaire adéquate, soit entre 80-90 % ainsi qu’une 
variabilité inter-essai faible.  
 
 La densité de 60 000 cellules/cm2 a été retenue comme densité optimale pour 
l’ensemencement des HepG2 dans l’insert afin d’obtenir une réduction de 
l’espacement entre les cellules HepG2 sur la membrane, diminuant ainsi la 














































Figure 8. Détermination de densité optimale d’ensemencement des cellules 
HepG2 sur la membrane de l’insert du système de co-culture. 
 
Les cellules HepG2 ont été ensemencées puis cultivées durant cinq jours sur la 
membrane des inserts en polyester du système de co-culture. Les inserts ont ensuite 
été traités avec un ensemble de coloration Kwik-Diff et la confluence cellulaire sur la 
membrane a été évaluée par Image-Pro 7,0. Les valeurs en rouge et en noir 
représentent respectivement le coefficient de variation (en %) et la confluence 
cellulaire (en %). Les barres représentent la moyenne ± E.T. de 3 expériences 
réalisées en triplicata.  
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3.2. Détermination de la proportion 3H-cholestérol associée aux cellules 
HepG2 dans l’insert 
 Une fois la densité cellulaire des HepG2 choisie, on a ensuite voulu établir la 
proportion des comptes retrouvés spécifiquement dans les cellules HepG2 sur la 
membrane. Pour ce faire, des essais de co-culture vers un milieu dépourvu en 
accepteurs de cholestérol, ainsi qu’un milieu contenant 2 % HS tels que décrit dans 
les méthodes détaillées, ont été exécutés de la manière standard ou en décollant les 
cellules avec une solution de trypsine-ETDA.  
 
 Le graphique présenté à la Figure 9A, p.124 représente les comptes (cpm) 
obtenus dans différents compartiments de la co-culture en fonction des deux 
méthodes de solubilisation en présence ou non de sérum complet. On peut observer 
les cpm récoltés dans le lysat de J774, dans le résidu laissé dans le puits, dans le 
milieu et dans l’insert, ces derniers étant présentés de manière isolés au graphique de 
la Figure 9B, p.124 afin de faciliter l’analyse.  
 
 Pour les comptes obtenus dans le lysat cellulaire de J774 et le résidu retrouvé 
dans le fond du puits, une légère différence d’environ 10 % et 40 % respectivement 
est observée entre le système de co-culture avec du DMEM seul et celui avec 2 % 
HS. Ce déficit en cpm est probablement attribuable en partie à une perte du 3H-
cholestérol par le matériel en plastique utilisé. Or, on estime qu’une perte de moins 
de 20 % est tolérable pour les expériences en co-culture. L’autre partie du déficit est 
probablement justifiable par le milieu contenant du sérum humain dans le cas du 
résidu dans le fond du puits, vu que le sérum possède une meilleure efficacité à 
accepter le cholestérol. De plus, 7 fois plus de cpm est noté dans le milieu de la co-





Figure 9: Détermination de la proportion de 3H-cholestérol restante dans les 
cellules HepG2 avec deux méthodes de solubilisation de l’insert dans le système 
de co-culture. 
 
Lors d’un essai de 24 h dans le système de co-culture avec du DMEM et du sérum 
humain mis en commun (2 %), les comptes (en cpm) dans les différents 
compartiments du système (A) et plus précisément le compartiment insert (B) ont été 
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obtenus comme décrit dans les méthodes. L’insert a été traité par deux méthodes 
différentes de récolte des cellules HepG2. Pour la Méthode 1 (M1) : le lysat 
cellulaire des HepG2, solubilisé dans 0,5 N NaOH (en bleu foncé), ainsi que le résidu 
sur la membrane obtenu directement dans le liquide à scintillation (bleue pâle) ont 
été obtenus. Pour la Méthode 2 (M2) : les cellules HepG2 ont été détachées par 
trypsination (en orange foncé), tandis que le résidu sur la membrane a été mesuré 
directement dans le liquide à scintillation (orange pâle). Les chiffres en noir sur la 
barre représentent la somme des cpm dans le compartiment insert dans chaque 
condition et les chiffres encadrés en rouge représentent la proportion de radioactivité 
effluée dans le lysat cellulaire et les cellules HepG2. 
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 En ce qui concerne les cpm récoltés dans l’insert, c’est-à-dire les comptes 
obtenus par la M1 du lysat cellulaire des HepG2 ou des cellules HepG2 récoltées par 
la M2 ainsi que leur résidu sur la membrane respective, on observe une diminution 
des cpm retrouvés dans les cellules HepG2-M2 comparativement à ceux présents 
dans le lysat HepG2-M1, que ce soit en présence ou non de sérum complet. De plus, 
une diminution des cpm dans le résidu de la membrane est aussi perceptible entre la 
M1 et la M2 dans les deux systèmes de co-culture. Ceci laisse sous-entendre qu’une 
fraction des cpm mesurés dans le lysat HepG2-M1 ainsi que son résidu sur la 
membrane est présente dans le surnageant (milieu d’inactivation de la trypsine 
suivant la centrifugation des cellules) lors de la récolte des cellules HepG2-M2 après 
la trypsination. En effet, près de la moitié des comptes est perdue entre la méthode de 
récolte 1 et 2, ce qui démontre qu’en moyenne 50 % du cholestérol marqué est lié 
uniquement à la surface des cellules et que l’autre moitié est retrouvée dans les 
cellules. Ceci est d’autant plus validé si l’on mesure la proportion de la radioactivité 
effluée présente dans les cellules HepG2. En effet, la proportion de l’influx dans les 
cellules HepG2 passe de 7,7 % et 3,2 % avec la M1 à 4,3 % et 1,4 % avec la M2 pour 
l’influx du DMEM seul et le milieu contenant 2 % HS, respectivement. 
 
 Par ailleurs, on observe aussi plus de résidu radioactif sur la membrane dans la 
condition en présence de 2 % HS par rapport à l’expérience en DMEM seul. 
Néanmoins, ce qui nous intéressait était de pouvoir distinguer les cpm en présence de 
DMEM ou de sérum complet, ce qui est possible dans le M1 comme dans la M2. 
L’emploi de trysine-EDTA permet donc de quantifier l’incorporation intracellulaire 
du cholestérol marqué au tritium dans les cellules HepG2, mais son utilisation ne 
sera pas ajoutée au protocole standard, vu la variation que peut apporter l’utilisation 
de la trypsine-EDTA pour le détachement des cellules. 
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3.3. Détermination de l’effet de différents revêtements pour la prévention 
de l’adsorption non-spécifique du 3H-cholestérol sur la membrane de 
l’insert 
 La présence d’un résidu plus élevé sur la membrane en co-culture en présence 
de 2 % HS a suscité un questionnement sur l’existence d’adsorption non-spécifique 
de cholestérol marqué sur la membrane poreuse de l’insert. Afin de voir si l’on peut 
réduire ce phénomène, différents revêtements tels que l’alcool polyvinylique (PVA) 
1 %, de l’albumine de sérum bovin (BSA) 0,5 %, ainsi que de la poly-L-lysine (PL) 
0,01 % ont été testés pour recouvrir l’insert. Les graphiques présentés à la Figure 10 
A, et B p.128 représentent respectivement les cpm recueillis dans les différents 
compartiments et ceux isolés uniquement de l’insert du système de co-culture exposé 
au DMEM seul. En présence de DMEM, on observe une similarité des cpm dans le 
lysat cellulaire des J774 et dans le milieu partagé entre les deux chambres du système 
de co-culture, et ce malgré une tendance à la diminution du lysat cellulaire des J774 
entre les différents revêtements dans la Figure 10 A, p.128. 
 
 Pour ce qui est des cpm obtenus pour l’insert, soit le lysat des HepG2 ainsi que 
le résidu sur la membrane, le pourcentage du lysat sur les cpm totaux récoltés sur 
l’insert correspond à une plus grande valeur dans la condition où un revêtement est 
fait avec la BSA 0,5 % et avec le PL 0,01 %.(Figure 10B, p.128) De plus, on observe 
que la plus grande fraction liée au résidu sur la membrane est notée sur les inserts 
recouverts avec du PVA 1 %, ce qui est non-désiré. Puisque l’on recherche une 
condition où le système de co-culture, soumis à un milieu sans accepteurs, donne un 
bas influx de cpm dans les cellules HepG2, le système sans revêtement possède la 
somme de cpm totaux dans les HepG2 la plus faible parmi les différents revêtements 
étudiés. En effet, vu des proportions du lysat élevées pour les inserts traités à la BSA 
0.5 % (5 518/9 074) et PL 0,01 % (4 591/8 029) et une proportion du résidu élevée 
pour les inserts traités à la PVA 1 % (4 556/7 832), nous avons opté pour le système 
sans revêtement qui nous permet d’obtenir un différentiel plus élevé entre les cpm 
récoltés sur l’insert du système de co-culture exposé au DMEM et ceux obtenus dans 





Figure 10. Détermination des effets de différents revêtements contre 
l’adsorption non spécifique du 3H-cholestérol par la membrane de l’insert du 
système de co-culture. 
 
Lors d’un essai de 24 h dans le système de co-culture avec du DMEM et du sérum 
humain mis en commun (2 % HS), différents revêtements ont été testés tels que le 
polyvinyl alcool (PVA) 1 %, la BSA 0,5 % et la poly(L-lysine) (PL) 0,01 % ont été 
évalués. Les différents compartiments (A); (C) et l’insert isolé (B); (D) du système 
ont été comptés comme décrit dans les Méthodes pour la condition DMEM et la 
condition 2 % HS, respectivement. Les chiffres en noir au dessus de la barre 
représentent la somme des cpm dans chaque compartiment insert. Les chiffres en 
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blanc représentent le pourcentage attribué au lysat des cellules HepG2 par rapport 
aux comptes (cpm) totaux.  
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De même, les graphiques de la Figure 10 C et D, p.129 représentent les mêmes 
éléments précédemment énoncés du système de co-culture exposé à 2 % HS. Les cpm 
du lysat cellulaire de J774 et du milieu sont semblables pour chaque insert qu’il soit 
recouvert ou non. Une hausse moyenne de 9 fois est observée pour les cpm du milieu 
par rapport à celui du système de co-culture en DMEM seul. Les pourcentages en 
blanc représentent la portion des cpm retrouvés dans le lysat des HepG2 sur le total 
des cpm recueillis sur l’insert. De plus, les cpm de la membrane des inserts 
démontrent la présence de résidus plus élevée sur celles traitées au PVA 1 %, à la 
BSA 0,5 % et au PL 0,01 % par rapport à la membrane non traitée lorsque les cpm 
dans le système en présence de 2 % HS sont comparés à ceux en DMEM seul pour 
chaque revêtement. En effet, des hausses de 1,3 fois pour le PVA 1 %, et d’environ 
2,0 fois pour les inserts traités à la BSA 0,5 % et au PL 0,01 %, respectivement, sont 
observées pour le résidu sur la membrane par rapport à une hausse de moins de 1,1 
fois pour la membrane non traitée. 
 
 Un différentiel des cpm obtenus pour chaque revêtement étudié entre le 
système de co-culture incubé avec 2 % HS et celui incubé uniquement avec du 
DMEM est distinguable, et est d’environ 4 100, 3 900, 2 100 et 6 600 cpm pour les 
inserts non traités, ainsi que ceux traités au PVA 1 %, à la BSA 0,5 % et au PL 
0,01 %, respectivement. Malgré un différentiel de cpm similaire ou plus élevé 
respectivement pour les inserts traités au PVA 1 %, et au PL 0,01 % comparé aux 
inserts non-traités, la présence d’une hausse du résidu sur les membranes traitées 
nous force à opter pour un système de co-culture sans revêtement. 
 
3.4. Détermination de l’effet d’inserts faits de différents matériaux et de 
tailles de pores différentes pour la prévention de l’adsorption non-
spécifique du 3H-cholestérol sur la membrane. 
 Le revêtement des inserts n’ayant pas amélioré la présence de résidu radioactif 
sur la membrane, on s’est tourné vers différents types de matériaux constituant les 
inserts ainsi que la taille des pores de la membrane afin de déterminer si des inserts 
en polyester recouvert ou non de collagène ou des inserts en polycarbonate, les deux 
132 
types ayant des pores de 0,4 ou 3,0 m amèneraient des avantages pour le système de 
co-culture.  
 
 Les graphiques présentés dans la Figure 11 A et B, p.133 représentent les cpm 
dans chaque compartiment de la co-culture en DMEM seul ainsi que ceux de l’insert 
uniquement, respectivement. Le graphique à la Figure 11 A, p.133 montre encore 
une fois la similitude des cpm dans le lysat de J774 et dans le milieu entre les 
différentes conditions du système de co-culture sans accepteurs. Les résultats des 
cpm totaux sur les inserts sont montrés à la Figure 11 B, p.133, où les pourcentages 
relatifs aux lysats de HepG2 ont été calculés sur le total des cpm recueillis. Les 
inserts de polyester ayant des pores de 3,0 m représentent les inserts standards 
généralement utilisés dans notre système de co-culture. Les résidus sur la membrane 
des différents types d’inserts sont équivalents sauf pour les inserts faits en polyester 
recouvert d’un revêtement en collagène avec des pores de 0,4 m (Coll. 0,4) où le 
résidu représente plus de la moitié des cpm totaux pour ces inserts. 
 
 Dans la poursuite de notre objectif visant à trouver une condition permettant 
d’obtenir un différentiel avantageux entre les cpm sur l’insert du système de co-
culture entre le sérum complet et le DMEM seul, nous avons établi qu’à première 
vue, les inserts de polyester 0,4 m (PE 0.4), de polycarbonate 0,4 m (PC 0.4) et 
3,0 m (PC 3.0) sont de bons candidats pour atteindre l’objectif fixé puisque ces 
derniers possèdent les cpm totaux sur l’insert les plus bas, contrairement aux inserts 





Figure 11 : Détermination des effets de différents matériaux et tailles de pores 
sur l’adsorption du 3H-cholestérol par la membrane de l’insert du système de 
co-culture. 
 
Lors d’un essai de 24 h dans le système de co-culture avec du DMEM et 2 % HS, 
différents matériaux tels que le polycarbonate (PC), le polyester sans revêtement 
(PE) et avec un revêtement au collagène (coll) et tailles de pores de 0,4 ou 3,0 m 
ont été évalués. Les différents compartiments (A);(C) ainsi que l’insert isolé (B);(D) 
du système ont été comptés tel que décrit dans les Méthodes pour la condition 
DMEM et la condition 2 % HS, respectivement. Les chiffres en noir au dessus de la 
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barre représentent la somme des cpm dans le compartiment insert pour chaque 
condition. Les chiffres en blanc représentent le pourcentage attribué au lysat des 
cellules HepG2 par rapport aux comptes totaux.  
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 Les graphiques présentés dans la Figure 11 C et D, p.134 représentent les cpm 
dans chaque compartiment de la co-culture avec 2 % HS ainsi que ceux de l’insert 
uniquement. Des cpm équivalents sont notés pour le lysat de J774 et ceux du milieu 
entre les différentes conditions du système de co-culture avec sérum complet. (Figure 
11 C, p.134). Pour le milieu avec 2 % HS, la moyenne des cpm est augmentée de 8 
fois par rapport à celle du milieu dépourvu en accepteur. De plus, en termes de la 
proportion recueillie dans le lysat de HepG2 ainsi que dans le résidu sur la 
membrane, les inserts PC 3,0 permettent une meilleure récolte du lysat HepG2 et 
réduisent le résidu membranaire. En termes de cpm totaux recueillis sur les inserts, 
les inserts Coll 0,4 sont ceux qui obtiennent les plus grands comptes, en grande partie 
dus à une hausse très grande du résidu sur la membrane. Or, une diminution du 
résidu sur la membrane est ce qui nous intéresse, ce qui exclut ce type d’insert. Les 
différentiels entre le système de co-culture avec sérum et celui sans sérum sont de 
6 500, 6 600, 9 700 et de 5 800 cpm pour PE 0,4, PE 3,0, PC 0,4 et PC 3,0, 
respectivement.  
 
 Le PC 0,4 semble le choix évident, puisqu’il permet le plus grand différentiel 
entre le sérum complet et le DMEM seul, cependant il occasionne un résidu 
membranaire qui double en présence de sérum par rapport au résidu en condition 
sans accepteurs. Le PC 3,0 semble aussi un choix prometteur pour la co-culture en 
termes de différentiel entre les systèmes, la proportion de lysat HepG2 obtenu ainsi 
que le résidu membranaire, mais les caractéristiques physiques du polycarbonate 
telles qu’une mauvaise transparence et donc visibilité cellulaire au microscope 
rendent difficile la capacité à évaluer la croissance cellulaire sur la membrane et nous 
oblige à exclure ces inserts. (Tableau II, p.137) Ce faisant, il ne nous reste que les 
inserts faits de PE 0,4 et PE 3,0 comme possibilité. Ceux-ci démontrent les meilleurs 
résultats en termes de visibilité cellulaire ainsi que pour la capacité à évaluer la 
croissance cellulaire sur ces membranes.  
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 De plus, les cpm des résidus sur ce type de membrane augmentent malgré tout 
en présence de sérum mais pas exagérément comparativement aux inserts Coll. 0,4. 
Puisqu’aucune différence majeure n’a été démontrée entre les inserts faits de 
polyester, les inserts standards soit le PE 3,0 sont conservés pour l’élaboration du 
système de co-culture pour l’évaluation du TIC. 
 
Tableau II : Observation microscopique de la culture des cellules HepG2 sur 
des membranes de différents matériaux et tailles de pores. 
 PE 0,4 PE 3,0 PC 0,4 PC 3,0 Coll. 0,4 
Visibilité 
cellulaire 
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 Background: Reverse cholesterol transport (RCT) is the mechanism by which 
excess cholesterol from peripheral tissue can be effluxed and transported to the liver 
for biliary excretion to feces. However, available ex vivo and in vivo RCT models are 
limited, either supplying a partial view on the RCT pathway or providing RCT 
information of arguable relevance to humans. Thus, we propose a new co-culture in 
vitro model for the evaluation of RCT where both efflux and influx of cholesterol can 
be dynamically studied. To validate this new model, we will observe the effect of LXR 
agonists known to increase RCT. The RCT parameters will also be correlated with 
lipid parameters from healthy donor’s serum. Later patients’ samples data could be 
correlated with coronary atherosclerosis risk factors and associated events. 
 Method: Transwell inserts were used to grow the human hepatoma HepG2 cells, 
whereas lipid-laden mice J774 macrophages loaded with acetylated LDL and labelled 
with [3H] cholesterol were grown in the bottom of the wells. Labelled cholesterol 
transport via different acceptors present in the medium was monitored by scintillation 
counting of its distribution between the media and the two cells types.  
 Results: We established conditions where we observed a 30 % efflux of labelled 
cholesterol from J774 foam cells and a serum-specific influx of 4 000 cpm/ inserts in 
HepG2 cells, using a medium containing 2 % pooled human serum. We also observed 
that stimulation by synthetic and natural LXR agonists increased cholesterol efflux by 
approximately 70 %, with no significant increase of hepatic influx. More so, using 
serum from 13 healthy individuals, we demonstrated correlations among both efflux 
and influx parameters and between both RCT parameters with their HDL-C levels. 
 Conclusion: A co-culture in vitro model was developed for the evaluation of 
RCT. Drugs, such as LXR agonists have shown to increase efficiently one of RCT 
parameters and correlation with HDL-C levels from healthy donors was made possible 
in this model.  
 Key words: atherosclerosis, reverse cholesterol transport (RCT), co-culture in 
vitro model. LXR agonists 
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INTRODUCTION
 Although there has been a decrease in the rates of cardiovascular diseases 
(CVD) over the past 40 years, (Canada, 2012) CVD nonetheless is the first cause of 
mortality and morbidity in the industrialised countries.(Lloyd-Jones et al., 2009) The 
pressing need to develop additional therapies to treat and prevent CVD is supported by 
the lack of total protection from low density lipoproteins lowering therapies, which 
only account for a 30% decrease of the risk of CVD incidence.(Smith, 2010) Many 
epidemiological studies have concluded that HDL-cholesterol (HDL-C) therapies 
would be an interesting strategy to address the residual risk. Indeed, a robust inverse 
association between the level of HDL-C and the risk of CVD has been well established 
in the literature.(Genest et al., 1999; Gordon et al., 1977) However, increased HDL-C 
is not necessarily related to reducing adverse events in coronary artery disease (CAD) 
patients.(Briel et al., 2009; Singh et al., 2007)  
 
 The static measurement of HDL-C levels has limitations as a metric of the 
beneficial effects of HDL.(Khera et al., 2011) Among the many functions of HDL, the 
promotion of reverse cholesterol transport (RCT) has been suggested to play a critical 
role in the removal of cholesterol from the arterial wall, which may be the main 
mechanism for atherosclerosis regression observed from HDL infusion 
therapies.(Shaw et al., 2008) RCT is a process by which excess cholesterol from 
peripheral cells, such as vascular wall macrophages, is taken by plasma lipoproteins 
and delivered to the liver where it can lead to cholesterol catabolism and excretion via 
the feces, thus increasing the net excretion of cholesterol.(Cuchel and Rader, 2006) 
Therefore, quantification of the RCT pathway is quite challenging since this process is 
not limited to export of cholesterol from macrophages but also relates to the capacities 
of downstream organs, such as the liver, to take up the cholesterol load from the 
lipoproteins. 
 
 The current methods to evaluate RCT are limited. First, the use of cellular 
cholesterol efflux assays using human serum as ex vivo cholesterol acceptors has 
allowed many researchers to evaluate serum samples properties for the first step of 
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RCT.(Fielding et al., 1983; Rothblat et al., 1978; Tall, 2008; Truong et al., 2010; Via 
et al., 1989) Ex vivo cholesterol efflux correlates with measures of atherosclerosis 
quantified by angiography (Linsel-Nitschke et al., 2009; Pajunen et al., 2001) or 
subclinical atherosclerosis by carotid intima–media thickness (cIMT).(Attie et al., 
2001; Khera et al., 2011) This method was also used to screen human serum samples 
for their ability to stimulate cholesterol efflux via serum components such as the levels 
of various lipoproteins, apolipoproteins or lipids present.(de la Llera Moya et al., 
1994; Mikkola et al., 2003; Mweva et al., 2006; Rothblat et al., 1999; Tan et al., 2011)  
 
 Another method was recently reported to assess cholesterol efflux in humans 
using stable isotope tracer of cholesterol and is based on the dilution of the 
concentration of injected labelled cholesterol in plasma to characterize cholesterol 
efflux in vivo from extra-hepatic tissues.(Santos-Gallego et al., 2011) However, both 
models are representative of one of the many steps of RCT and omit to investigate the 
downstream steps which accounts for cholesterol capture by the liver and intestinal 
cholesterol excretion. In addition, the latter method is still under development and 
clinical evaluation as a RCT model that could actually predict CAD risks.(Santos-
Gallego et al., 2011) 
 
 The development of another method to assess with a more global approach 
macrophage-to-feces RCT has been achieved with the use of a mouse in vivo model 
(Zhang et al., 2003) and more recently a hamster in vivo model.(Briand, 2010) These 
animal models involve the intraperitoneal injection of [3H]cholesterol-loaded 
macrophages (J774) followed by monitoring over time the radioactive tracer in key 
compartments of the animal implicated in the RCT process such as the plasma, the 
liver and the feces. Although an array of information is provided by the former mouse 
model such as evaluation of macrophage-specific RCT in mice expressing with 
different genetic background or mice being subjected to different treatments known to 
modulate RCT pathway, their application to humans is restrained by their deficiency 
to express cholesteryl ester transfer protein (CETP), a plasma transport protein that 
play a critical role in cholesterol clearance in humans. The hamster model is more 
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representative of the human HDL metabolism because this specie does express CETP, 
so the results obtained can be more reliably extrapolated to humans.(Briand, 2010)  
 
 However, the RCT assessment in both models requires time-consuming steps 
such as the induction of the pathogenesis/ dyslipidemia by the cholesterol-rich diet or 
the development of their modified genetic background profile, which precludes a high-
throughput measurement of macrophage cholesterol excretion into the feces. Also, 
both animal models makes the specific measurement of macrophage-to feces RCT 
difficult to assess, since it only account for a minimal part of whole-body 
RCT.(Santos-Gallego et al., 2011) Moreover, these models are limited for the 
assessment of drug effects in humans where drug-target interactions may differ in 
different species such as for PPAR agonists.(Willson et al., 2000) 
 
 Therefore for those reasons, our objective is to design an in vitro co-culture 
model for RCT evaluation that will allow monitoring [3H] cholesterol flux 
simultaneously between two cell types, such as foam cells and hepatocytes. It will also 
improve the information of RCT parameters by combining the best of both described 
methods, thus incorporating the use of cellular models and adding the complexity of 
an in vivo model where cholesterol transfer to hepatic cells can be followed as a 
downstream step of RCT. To this end, we have used transwell inserts in which human 
HepG2 hepatocytes have been cultivated as recipient (influx) for [3H] cholesterol 
released to cholesterol acceptors (efflux) in a shared medium from mice J774 
macrophages previously loaded with acetylated LDL, to achieve foam cells 
morphology, and labelled with [3H] cholesterol.  
 
 Overall, we were able to set parameters in the co-culture system to observe 
cholesterol efflux from J774 macrophages and cholesterol uptake by HepG2, using 2% 
pooled human serum. As a proof-of-concept of its utility, we validated this model with 
the use of synthetic and endogenous LXR agonists, effectors known to increase RCT 
pathway (Yasuda et al., 2010) and showed an approximately 70 % increase of 
cholesterol efflux for both LXR. As to cholesterol influx in HepG2 cells, no increase 
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has yet been noticed with LXR agonists. Furthermore, we were able to demonstrate a 
significant correlation between efflux values and influx counts in HepG2 and observed 
limited but significant correlation between HDL-cholesterol levels (HDL-C) from 
healthy volunteers’ serum and efflux and influx, encouraging the need to evaluate 





 [1,2-3H(N)]cholesterol, scintillation vials and ECL kit were obtained from 
Perkin-Elmer (Waltham, MA, USA). Scintillation liquid cocktail was obtained from 
MP Biomedicals (Solon, OH, USA). Human apoA-I was purchased at Biomedical 
Technologies, Inc. (Stoughton, MA, USA). Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
(DMEM) high glucose (29,4 mM), 8-bromoadenosine 3,5-cyclic monophosphate 
(cAMP), 22-R-hydroxycholesterol (22-OH-chol.), 9-cis-retinoic acid (9cis-RA), 
TO901317 (TO), fatty acid-free bovine serum albumin were all purchased from 
Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). Eagle's minimal essential medium (EMEM) 
was obtained from ATCC (Manassas, VA, USA). 12-well plates and transwell inserts 
were purchased from Corning (New York, NY, USA). Murine J774 macrophages and 
human HepG2 hepatocytes were obtained from ATCC (Manassas, VA, USA). 
 
2. In vitro co-culture studies 
 J774 murine macrophages were plated and grown in DMEM high glucose plus 
10 % FBS in 12-well plates at a density of 20 000 cells/well for 4 days. HepG2 cells 
were plated and grown in EMEM plus 10% FBS in 12-well transwell inserts at a 
density of 67 000 cells/insert for 5 days. After 4 days, J774 cells were labelled for 24 h 
with 2 Ci/mL 3H-cholesterol and loaded with 50 g/mL acetylated LDL (acLDL) in 
DMEM high glucose plus 1 % FBS and 1 % penicillin/streptomycin. The J774 cells 
were then washed once with phosphate-buffered saline (PBS) supplemented with 
0.1 % BSA (PBS-0.1 % BSA) with calcium and magnesium and once with DMEM-
0.2 % BSA, and equilibrated for 16 h in DMEM-0.2% BSA in presence or absence of 
treatment. Final concentration used were 0.3 mM 8-bromo-AMPc in water, 10 M 22-
OH-chol., 10 μM 9cis-RA and 10 μM TO compound all in 0.1 % DMSO. After 
cholesterol equilibration, J774 cells were rinsed with PBS-0.1 % BSA with calcium 
and magnesium. At day 5, inserts containing HepG2 hepatoma cells were washed with 
PBS-0.1 % BSA with calcium and magnesium. To maximize transfer between the two 
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cell types, the medium level was higher than that recommended by the manufacturer, 
thereby allowing increased transfer between HepG2 cells and J774 media than would 
be allowed by the permeable membrane alone. Incubations of the co-culture were 
carried on for 24 h with DMEM high glucose, red phenol free, containing the indicated 
exogenous cholesterol acceptors. (Figure 12, p.146) 
 
Figure 12: The in-vitro co-culture system assembly. Adapted from Corning manual 
“Transwell® Permeable Supports Selection and Use Guide”
 
 A condition with DMEM containing no cholesterol acceptors was used to 
calculate background values. The efflux of labelled cholesterol in the co-culture 
system was the percentage of radiolabel in the media plus the HepG2 cells divided by 
the total radiolabel in J774 and HepG2 cells and in the media. As for cholesterol 
uptake, it is the counts per minutes (cpm) in the HepG2 cells. The amount of 
radiolabel present in the cells was determined by the solubilization of J774 cells in 
wells and HepG2 cells in the inserts by NaOH 0.5 N and measured by liquid 
scintillation counting. 1 mL of media is also measured by liquid scintillation counting. 
Each experiment was performed in triplicate.  
 
3. Protein analysis by western blot 
 Cells were grown under the desired conditions before being scraped from plate 
with RadioImmunoPrecipitation Assay (RIPA) lysis buffer (Tris 50 mM, NP-40 1%, 
Na-deoxycholate 0.25 %, NaCl 150 mM, and EDTA 1 mM) with protease inhibitor 
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cocktail. The cell lysates were put on ice for 15 min and centrifuged at 16 060 g for 15 
min at 4°C to remove unbroken cells and debris. The supernatant concentrations were 
measured by the BCA assay kit from Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, IL, USA). 
50 g protein were electrophoresed on a 7.5 % SDS-polyacrylamide gel and 
transferred onto a PVDF membrane obtained from Millipore (Billerica, MA, USA) at 
4°C for either 3 h at 100 V (SR-BI) or 16 h at 20 V (ABCA1). Anti-ABCA1 (Novus 
Biologicals, NB400-105, 1/1000 dilution) and SR-BI (Novus Biologicals, NB400-104, 
1/5000) antibodies were used for probing, followed with an anti-rabbit IgG secondary 
antibody conjugated with horseradish peroxidase from Pierce Antibodies (Rockford, 
IL, USA) for detection. The detection was done using Western Lightning 
Chemiluminescence Reagent plus.  
 
4. Preparation of lipoproteins and human sera
 Human low density lipoproteins (LDL) and total high density lipoproteins 
(HDL) were isolated from pooled human plasma of healthy, normolipidemic 
individuals (n=10) by sequential ultracentrifugation as previously described (LDL, 
d=1.063 g/mL and total HDL, d=1.210 g/mL).(Havel et al., 1955) Both were washed 
and their purity was verified on a 0.75 % agarose gel, stained with Coomassie Blue 
from Bio-Rad (Mississauga, ON, Canada). Before use, LDL and HDL were dialyzed 
extensively against Tris-buffered saline (TBS) pH 7.4. Preparation of acLDL was 
achieved by repeated addition of acetic anhydride to LDL as previously 
described.(Basu et al., 1976) AcLDL was dialyzed against TBS (pH 7.4) and stored in 
a dark environment at 4°C for in vitro co-culture studies. The human serum pool used 
in these studies was obtained from 10 fasted healthy men (non smokers, not taking any 
medication) from Bioreclamation (Huntsville, NY, USA). Also, individual human sera 
from 13 healthy men were used. To isolate the serum HDL fraction, the pool of human 
serums and individual samples were depleted of apolipoprotein B (apoB)-containing 
lipoproteins by precipitation with polyethylene glycol (PEG) 6 000 (5.7 % final 
concentration) as described previously.(Asztalos et al., 2005) Because of the dilution 
of the sera by the precipitation reagent, 2.8 % of the apoB-depleted serum used in the 
assay is equivalent to 2 % whole serum. 
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5. Serum lipids and lipoproteins analysis 
 Serum total cholesterol (TC), HDL-cholesterol (HDL-C), LDL-cholesterol 
(LDL-C), triglycerides (TG) were measured in the Dimension RxL analyzer (Siemens) 
and human apolipoprotein A-I (ApoA-I), ApoB and lipoprotein (a) (Lp(a)) were 
measured by nephelometry on the BN Prospec system for 13 human serum of healthy 
volunteers. Mean values are presented in Supplementary Table 1, p.169. 
 
6. Statistics
 Results presented are the mean ± standard deviation (S.D.) of at least three 
independent experiments unless mentioned otherwise. Results were analyzed by either 
unpaired two-tailed Student’s t test or one-way analysis of variance (ANOVA) as 
indicated with GraphPad Prism software version 5.03 (GraphPad Software, San Diego 
USA, www.graphpad.com). Statistical significance for all comparisons was obtained 
at p< 0.05.  
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EXPERIMENTAL RESULTS 
1. Detection of cholesterol transporters and receptors in J774 foam cells and 
HepG2 cells. 
 In order to characterize J774 foam cells used in our models and to determine the 
effects of drugs used in experiments described below, western blot analysis were 
performed on transporters and receptors known to modulate RCT parameters. J774 
cells were grown in similar conditions than those used for the co-culture, in 12-wells 
plates while HepG2 were also grown in 12-wells plates, contrary to the co-culture. 
 
 First, we wanted to determine the effects of acLDL loading and cAMP 
stimulation on ATP binding cassette type 1 (ABCA1) and scavenger receptor class B 
type I (SR-BI) expression in J774 foam cells. We were able to observe, as shown in 
Figure 13A p.150, an increase of ABCA1 expression when cells are loaded with 
acLDL and treated with cAMP. Furthermore, the expression of SR-BI in the presence 
of acLDL loading was decreased. Although cAMP treatment seems to have no effect 
on SR-BI expression in absence of acLDL, this treatment seems to counteract the 
decrease that was associated with acLDL loading. GAPDH remained unaltered in the 
different conditions. 
 
 Then, we studied the effects of cAMP and LXR agonists, both natural 
(combination of 22-OH chol. and 9-cis-RA) and synthetic (TO901317) on J774 foam 
cells and HepG2 cells, as shown in Figure 13 B and C p.150, respectively. In J774 
foam cells, all three treatments increased ABCA1 expression compared to their 
respective control (ctl for cAMP, and DMSO for both LXR agonists). Moreover, 
ABCA1 protein expression was higher after treatment of J774 foam cells with cAMP 
than with the LXR agonists, whereas the natural LXR agonist showed increased 
ABCA1 protein level compared to treatment with the synthetic LXR agonist. We did 
not notice significant change in SR-BI expression in J774 cells with those treatments. 
GAPDH expression was stable throughout the different conditions. 
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 As for treatments of HepG2 cells with cAMP and LXR agonists, we were able to 
uncover an increase in ABCA1 protein expression for cAMP treatment only as the 
DMSO control itself seems to be associated with a similar increase in ABCA1 than the 
LXR agonists. Similarly to the results obtained in J774 foam cells, no change is 
apparent in SR-BI protein expression after treatment with cAMP and LXR agonists in 




Figure 13: Western blot of cholesterol transporter ABCA1 and receptor SR-BI in 
J774 foam cells and HepG2 cells in different conditions. 
 
J774 cells were loaded or not and stimulated or not with 0.3 mM cAMP for 16 h (A). 
J774 cells were loaded with 50 g/ mL acLDL and stimulated with either 0.3 mM 
cAMP, combination of 10 M 22-OH chol. with 9cRA or 10 M TO901317 for 16 h 
(B) HepG2 cells were grown in wells in absence of J774 cells and are stimulated with 
either 0.3 mM cAMP, combination of 10 M 22-OH chol with 9cRA or 10 M 
TO901317 for 16 h. (C). Cells lysates and western blots analysis were performed as 
described in Methods. Data represent one cell passage out of 3 independent 
experiments performed in triplicate. 
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2. Dose-response curve with pooled human serum in co-culture system 
 After we established by western blot analysis the expression of essential 
transporters and receptors modulating RCT pathway in foam cells and hepatic cells, 
we determined the optimal concentration of serum for assessment of cholesterol 
exchange between the two cell types. Dose-response curves show the 3H-cholesterol 
efflux values from the foam cells (Figure 14 A p.152) and the 3H-cholesterol influx in 
the hepatocytes (Figure 14 B p.152) in the co-culture system using pooled human 
serum (HS) (0-10 %). For the 3H-cholesterol efflux values, all tested concentrations of 
HS showed a significant difference from DMEM without serum (DMEM). The 
concentration of 1 or 2 % HS seem sufficient to measure cholesterol efflux, as a 
saturation effect starts to occur after 2 % HS. As for the 3H-cholesterol influx in 
HepG2 cells, 1 % and 2 % HS are also the only two concentrations at which a 
significant difference with DMEM influx values is observed. Serum-specific counts 
observed were of 4 500 cpm and 4 000 cpm for 1 and 2 % HS, respectively. So, 1 % 
HS is the concentration at which the highest difference with DMEM influx counts is 
observed, nonetheless, no significant difference is noted between 1 and 2 % HS. Also, 
beyond 2 % HS, a decrease in serum-specific influx counts is observed.  
 
 Furthermore, a nonlinear regression analysis with a one-site total binding model 
has been fulfilled on the human serum dose-response curve. Curve values like Bmax, 
the maximal percentage of specific efflux, Kd (the concentration of human serum at 
50 % of maximal specific efflux is observed), NS (the slope of non-specific efflux) 
and background (the percentage of efflux in absence of human serum), have been 
determined and were respectively 36.4 %, 0.85 % of HS, 0.32 and 5.6 %.  
 
 Thus, based on the combination of both efflux and influx counts values and 
similar assays made in a preliminary RCT system (data not shown), 2 % HS is the 
concentration that will be used to evaluate RCT in co-culture system.  
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Figure 14: Efflux (%) and crude counts in HepG2 cells (cpm) values in co-culture 
system during a 24 h dose-response experiment with pooled human serum. 
 
J774 cells were loaded and labelled for 24 h as described in Methods. Monolayers of 
cells were equilibrated with DMEM-BSA 0.2 % for 16 h. Co-culture was performed 
with different concentrations of pooled human serum (0-10% HS) for 24 h and efflux 
(%) (A) and crude counts in HepG2 cells (B) are reported. Data represent the mean ± 
S.D. of 3 independent experiments performed in triplicate.  
a p<0.05 and c p<0.001 vs. DMEM : one-way ANOVA, with post-test Tukey’s 
multiple comparison test) 
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3. Effects of different cholesterol acceptors in the co-culture system 
 To gain a better understanding of the cholesterol transport in the co-culture 
system, we designed an experiment with different cholesterol acceptors and so, 
measured the contribution of different cholesterol efflux pathways and examined their 
impact to influx counts simultaneously. The different cholesterol acceptors used 
interact with different transporters and receptors on the macrophage cell membrane to 
promote cholesterol efflux.  
 
 The graphs showed in Figure15 A and B p.154 represent, respectively, the 3H-
cholesterol efflux from J774 and 3H-cholesterol influx in the HepG2 values for total 
isolated HDL (see experimental procedures) at 40 g protein/mL, a representative 
HDL protein concentration of what is expected to be found in 2 % HS (based on 
apoA-I content from biochemistry analysis of whole serum), for 2 % HS or for 2.8 % 
apoB-depleted HS, which should be equivalent in terms of apoA-containing 
lipoproteins to 2 % whole serum. Exposure of J774 labelled with 3H-cholesterol to 
isolated HDL, 2 % HS and 2.8 % apoB-depleted HS resulted in cholesterol efflux 
values that seem distinct from background efflux with DMEM alone. Additionally, an 
approximately 2-fold increase is observed between isolated HDL efflux and either 2 % 
HS or 2.8 % apoB-depleted HS efflux, when background efflux values are subtracted 
(18.8 % for HDL vs 35.6 % for HS vs 36.1 % for apo-B-depleted HS). Efflux values 
in presence of apoB-depleted serum did not change compared to whole serum.  
 
 As for 3H-cholesterol influx in HepG2 cells, all cholesterol acceptors provided 
serum-specific influx counts compared to DMEM. Overall, apoB-depleted serum 
seems to generate better donors of 3H-cholesterol to HepG2 cells than whole serum. In 
fact, when background DMEM influx counts were subtracted, a 73 % increase of 3H-
cholesterol influx in the HepG2 cells was achieved with apoB-depleted serum 
compared to whole serum. As for isolated HDL-mediated influx, it seems to be 












































Figure 15: Efflux (%) and crude counts in HepG2 cells (cpm) values in co-culture 
system to different cholesterol acceptors during a 24 h incubation period.  
 
J774 cells were loaded and labelled for 24 h as described in Methods. Monolayers of 
cells were equilibrated with DMEM-BSA 0.2% for 16 h. Co-culture was performed 
with different acceptors of cholesterol in DMEM, plus total HDL (40 g/mL), HS pool 
(2 %) or apoB-depleted pooled HS (2.8 %) for 24 h and efflux (%) (A) and crude 
counts in HepG2 cells (cpm) (B) are reported. Data represent the mean ± S.D. of 2 
independent experiments performed in triplicate.  
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4. Use of effectors known to increase the RCT pathway in the co-culture 
system
 After testing of different cholesterol acceptors implicated in the RCT pathway, 
the effect of drugs known to stimulate RCT has also been studied in the co-culture 
system to validate its efficiency for measuring cholesterol flux from macrophages to 
hepatocytes. Drugs such as cAMP and LXR agonists have been often used to increase 
cellular cholesterol efflux and in vivo macrophage-to-feces RCT.(Haidar et al., 2002; 
Yasuda et al., 2010)  
 
 The results of the effect of different treatments in the co-culture system are 
shown in Figure 16 A and B, p.157. 3H-cholesterol efflux for each treatment tested is 
accompanied by a control with its respective vehicle, with or without the presence of 
HS. Significant values are obtained for the difference noted between treatments in 
presence of 2 % HS vs. no cholesterol acceptors. Treatments where separated (thick 
dark line in Figure 16, p.157) by vehicle used to solubilize drugs, either in H2O (for 
cAMP) or in DMSO (LXR agonists). Regarding the effect of the treatments, firstly, 
cAMP treatment showed a significant increase of 34 % compared to 2 % HS alone, 
after background (DMEM medium alone) values were subtracted. Natural and 
synthetic LXR agonists, such as the combination of 22-OH-cholesterol (22-OH-chol.) 
with 9-cis-retinoic acid (9cis-RA) and TO901317 also showed significant increases of 
74 % and 71 %, respectively, compared to 2 % HS-DMSO, after background (DMEM-
DMSO) values were subtracted. Overall, efflux values from LXR agonists’ conditions 
are higher than those of untreated conditions. Furthermore, no significant difference 
was noted in efflux values between the HS stimulated by either natural or synthetic 
LXR agonist.  
 
 As for 3H-cholesterol influx in HepG2 cells, only cAMP and LXR agonist 
treatments showed significant serum-specific influx counts vs. corresponding DMEM 
conditions. Both untreated HS conditions failed to provide a distinct elevation of 
serum-specific influx counts compared to background values. Also, no significant 
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increase was observed for cAMP and LXR treatment compared to HS alone. 
Consequently, treatment of J774 cells by either cAMP or LXR agonist enhanced 3H-
cholesterol efflux in our co-culture system as expected, although no significant 
translation of these effects was noted for the influx of 3H-cholesterol in HepG2 cells.  
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Figure 16: Validation of the co-culture system with different treatments known to 
increase ABCA1-mediated cholesterol efflux pathway and RCT.  
 
J774 cells were loaded and labelled for 24 h as described in methods. Monolayers of cells 
were equilibrated with either DMEM-BSA 0.2 % alone or with addition of DMSO (0.1 %) or 
cAMP (0.3 mM) or a combination of 22-OH-chol. + 9c-RA (both at 10 M) or TO901317 
(10 M) for 16 h. Co-culture was performed with DMEM and pooled human serum (2 % HS) 
for 24 h and efflux (A) and crude counts in HepG2 cells (B) are reported. Data represent the 
mean ± S.D. of 4 independent experiments performed in triplicate.  
* p <0.05; ** p <0.01 and *** p <0.001 vs. ctl: unpaired T test. c p<0.001 vs. 2%HS : one-






































































5. Correlation between lipid parameters and RCT parameters in co-culture 
system
 After our study of drugs known to regulate positively the RCT pathway, we 
were interested to determine the relationship between serum lipid parameters from 13 
healthy volunteer’s serum samples and RCT parameters obtained in the co-culture 
system. Our ultimate goal is to determine later on whether similar correlations would 
be found using coronary patients’ serum samples in the new model, since it has been 
known that HDL-C plasma levels of coronary patients correlates poorly with 
cholesterol efflux.(Linsel-Nitschke et al., 2009) 
 
 Supplementary Table 1, p.169 provides the mean lipid values of the healthy 
donors used for this assay. The serum samples were obtained from 13 fasted men 
between the ages of 18 and 50 years old. None of the subjects were under any 
medication or reported to have any disease. 
 
 Each serum of the 13 healthy donors has been assayed in the co-culture system 
along with the pool of human serum used in the previous experiments (Figure17 A and 
B, p. 159). Variation in the 3H-cholesterol efflux capacities is illustrated in Figure 17 
A, p.159. All healthy donors’ serums have cholesterol efflux significantly higher than 
that of cholesterol efflux toward no acceptors (DMEM alone). One out of the thirteen 
healthy donors (donor 134) has a better efficiency to promote cholesterol efflux 
compared to the pooled human serum sample, while some lie below the pooled human 
serum threshold and others, while above threshold, don’t reach significance. Contrary 
to cholesterol efflux values, only donors 124, 131, 132 and 134 3H-cholesterol influx 
values are significantly higher than DMEM alone, while none are significantly 








































































Figure 17: Efflux (%) and crude counts in HepG2 cells (cpm) values in co-culture 
system with 13 healthy volunteers’ serum. 
 
J774 cells were loaded and labelled for 24 h as described in Methods. Monolayers of 
cells were equilibrated with DMEM-BSA 0.2 % for 16 h. Co-culture was performed 
with DMEM, pooled human serum (2 % HS) and human serum (2 % HS) of the 13 
healthy volunteers for 24 h and efflux (A) and crude counts in HepG2 cells (B) are 
reported. Data represent mean values ± S.D of triplicates. Dotted line represent the 
threshold value of the 2 % pooled HS for the efflux and crude counts in HepG2. 
* p <0.05; and *** p <0.001 vs. ctl: unpaired T test. c p<0.001 vs. 2%HS : one-way 
ANOVA, with post-test Tukey’s multiple comparison test 
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To analyze these different trends for cholesterol efflux and influx compared to control 
serum, we have correlated those RCT parameters in co-culture system with each other 
to establish if a relationship existed, which has never been done before. The 
percentage of cholesterol efflux and 3H-cholesterol influx counts showed a significant 
relationship, accounting for 43 % of observed variation, (Figure 18,p.160), which, 
however, means that more than 50 % of influx counts modulation is due to parameters 
different than cholesterol efflux capacities. 
 
 
























Figure 18: Linear correlation analysis between J774 efflux (%) and crude counts 
in HepG2 cells (cpm) in co-culture system with 13 healthy volunteers’ sera. 
 
Linear correlation (Pearson) was calculated between J774 macrophages efflux (%) and 
crude counts in hepatic HepG2 cells (cpm). Data represent mean ± S.D of triplicate 
values. Determination coefficient r2 and p value of Pearson’s test of correlation 




Furthermore, to identify key determinants of cholesterol efflux, correlations between 
the lipid profiles of each healthy donor and 3H-cholesterol efflux from the co-culture 
system were obtained (Figure 19 A-D, p.161). TC, HDL-C, apoA-I and Lp(a) show 
significant correlations with cholesterol efflux in co-culture system, which accounts, 
respectively, for 43 %, 56 %, 49 % and 33 % of observed variation. As for LDL-C, TG 
and apoB, no significant relationship was observed with cholesterol efflux in the co-
culture system. (Data not shown) 
 
 
Figure 19: Linear correlation analysis between lipid parameters and J774 efflux 
(%) in co-culture system with HepG2 cells and with 13 healthy volunteers’ sera. 
 
Linear correlations (Pearson) were calculated between J774 efflux (%) and total 
cholesterol (TC) levels (A), HDL-cholesterol levels (HDL-C) (B), apolipoprotein A-I 
(apoA-I) levels (C) and lipoprotein(a) (Lp(a)) (D). No significant correlations between 
efflux (%) and triglycerides (TG), measured LDL-cholesterol (LDL-C) and 
apolipoprotein B (apoB) were obtained. Data represent mean of triplicate values. 
Determination coefficient r2 and p value of Pearson’s test of correlation significance 
are shown. 
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Correlations between the same lipid parameters and influx in HepG2 cells have also 
been assessed (Fig 20 A-D, p.162). Only HDL-C and Lp(a) appeared to show a 
significant correlation with influx counts in HepG2, accounting for 32 % and 53 % of 
observed variation, respectively. TC, apoA-I, LDL-C, TG and apo B showed no 




Figure 20: Linear correlation analysis between lipid parameters and crude counts 
in HepG2 cells (cpm) in the co-culture system using 13 healthy volunteers’ sera. 
Linear correlation (Pearson) was calculated between crude counts in HepG2 cells 
(cpm) and total cholesterol (TC) levels (A), HDL-cholesterol levels (HDL-C) (B), 
apolipoprotein A-I levels (C) and lipoprotein(a) (Lp(a)) (D). No significant 
correlations between efflux (%) and triglycerides, measured LDL-cholesterol and 
apolipoprotein B were obtained. Data represent mean of triplicate values. 




 To solve some of the limitations found in the current models of RCT, we 
conceived an in vitro co-culture system that would embody most of their advantages 
while also offering an estimation of the efficiency of the macrophages-to-liver portion 
of RCT. Such model could be at the base of a new biomarker of HDL functionality 
and/or cardiovascular risk. Moreover, our system can be used to assess the efficiency 
of any therapeutic strategy that aims at increasing RCT by stimulating cholesterol 
efflux, which is the first step of RCT and/or by improving hepatic cholesterol uptake 
and excretion, referring to a downstream critical step for efficient RCT. 
 
 To this end, we submitted our in vitro co-culture system to a variety of 
experiments to study the effects of changing conditions on RCT parameters, i.e. 
cholesterol efflux from macrophages and cholesterol influx in hepatocytes. First, 
exposure of J774 cells to different concentrations of human serum allowed us to 
choose a working concentration of 2 % HS, at which we could observe a measurable 
and reproducible efflux before reaching saturation of serum cholesterol acceptors. The 
dose-response curves obtained were compatible with the presence of a high capacity, 
non-specific linear compartment, representing aqueous diffusion-mediated cholesterol 
efflux and a high affinity saturable serum-specific compartment. Moreover, cAMP and 
LXR agonists-stimulated J774 cells showed an enhancement of 3H-cholesterol efflux 
by 35 % and 70 %, respectively, in our co-culture system after 24 h incubation. Those 
effectors are known to increase the ABCA1-mediated pathway.(Bortnick et al., 2000; 
Miwa et al., 2009) Finally, correlations of serum components with cholesterol efflux 
were reported (Mweva et al., 2006), such as the established relationship between 
HDL-C and apoA-I with cholesterol efflux from unstimulated J774 cells, thus 
reinforcing the correlations found in our in vitro system with the sera from 13 healthy 
volunteers. Although similar efflux results to previous studies (de la Llera Moya et al., 
1994; Mweva et al., 2006) were obtained, the implication of a co-culture system set 




 Because our co-culture model ushers in an additional compartment where 
HepG2 cells provides additional cholesterol transport and metabolic pathways, the 
measurement of cholesterol efflux in our model takes into account these hepatic 
effects and includes labelled cholesterol found in both medium and captured by 
hepatocytes. Thus, analysis of RCT parameters in our co-culture system is different 
from unicellular models. Obviously, a much more elaborate panel of evidence is 
needed to understand the different pathways used to eliminate excess cholesterol from 
foam cells towards whole serum and hepatic cells. While this mixture of cholesterol 
acceptors allows simultaneous evaluation of both efflux and hepatic cholesterol uptake 
in the co-culture system, testing other cholesterol acceptors in addition to those used in 
our study (isolated HDL and apoB-depleted HS) such as isolated apoA-I, LDL 
particles or various combinations of these acceptors would be interesting to assess 
their relative contribution to cholesterol efflux in our in vitro model.  
 
 Moreover, utilization of apoE-deprived J774 cells as cholesterol donor cells 
rules out the contribution of apoE-mediated cholesterol efflux in our system, reducing 
the complexity of different pathways of cholesterol efflux. However, a possible 
compensation of apoE-mediated cholesterol efflux may be due to apoE secreted from 
HepG2 cells in our current system.(Mahley, 1988) Nonetheless, the use of apoE-
deprived J774 results in an overall reduction of RCT (Zanotti et al., 2011) and might 
be improved by the use in our co-culture model of another macrophage cell line 
expressing apoE, such as human THP-1 macrophages or monocyte-derived 
macrophages (MDM).(Tedla et al., 2004) 
 
 A more complex situation for the downstream steps of the RCT pathway, i.e., 
hepatic cholesterol uptake and metabolism, was noticed in our in vitro co-culture 
system. First, a co-culture system with two cell types implies more dynamic (and 
complicated to study) cellular cholesterol fluxes than what is seen in unicellular 
models. Indeed, both cell types secrete proteins implicated in cholesterol and 
lipoprotein metabolism and will condition the shared culture medium.  
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 Our choice to use HepG2 cells as cholesterol recipient cells was based on many 
criteria such as their polarized characteristics and their intracellular cholesterol 
trafficking properties. These polarized cells have two specialized plasma membrane 
domains: a basolateral and an apical domain that are separated by tight 
junctions.(Rodriguez-Boulan and Powell, 1992) This feature makes those transformed 
hepatocytes able to form apical vacuoles closely resembling bile canalicular 
structures.(Sormunen et al., 1993) Furthermore, these cells express liver-specific 
function related to phospholipids, unesterified cholesterol, lipoproteins and bile acid 
metabolism.(Javitt, 1990) Because HepG2 cells release large amounts of products in 
the culture media, such as 1) apolipoproteins like apoA-I, apoA-II and apoE, 2) 
lipopoproteins containing apoB (Javitt, 1990) and 3) bile acids, predominantly 
chenodeoxycholic acid, (Everson and Polokoff, 1986) it creates an ongoing and 
dynamic movement of cholesterol in and out of HepG2 cells in our co-culture system, 
however, this make the measurement and analysis of hepatic cholesterol uptake an 
uneasy and moving target. For example, 3H-cholesterol lipoproteins brought to HepG2 
cells after macrophage cholesterol efflux may be internalized and resecreted by HepG2 
cells, acting as potent inducer for cholesterol efflux.(Sasahara et al., 1994)  
 
 Although we were able to distinguish a serum-specific uptake of labelled 
cholesterol in HepG2 cells, we failed to notice any significant accumulation of 3H-
cholesterol in HepG2 cells exposed to media from J774 cells stimulated with cAMP 
and LXR agonists compared to untreated cells. In vivo studies with mice and hamsters 
(Briand et al., 2010; Naik et al., 2006; Yasuda et al., 2010) may provide us with some 
explanations for what we observed in HepG2 cells.  
 
 Comparison between J774 cells, treated or not with LXR agonists, 
intraperitoneally injected in mice did not show enhanced 3H-cholesterol accumulation 
in liver from mice who had received stimulated cells compared to control mice.(Naik 
et al., 2006) Nonetheless, higher 3H-sterol was found in bile of mice exposed to LXR-
stimulated macrophages compared to control mice. This suggests that the uptake of 
cholesterol is efficiently coupled to bile acid synthesis and/or that clearance of 
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cholesterol and bile acids in the bile are rapid processes, leaving us unable to detect a 
significant accumulation in the liver. Extraction and quantification of 3H-bile acids in 
the media of co-culture could give an indication of the 3H-cholesterol processing in 
HepG2 cells (Axelson et al., 1991) and this avenue is still under consideration. 
 
 Like mentioned earlier, the HepG2 cell line is a factory for apolipoprotein 
synthesis and lipoprotein assembly. Cellular cholesterol levels are tightly regulated 
and the HepG2 cells are programmed to get rid of exceeding cholesterol by its 
esterification and its secretion in apoB-containing lipoproteins such as LDL.(Thrift et 
al., 1986) HepG2 cells synthesize and secrete apoA-I, apoE and may efflux cholesterol 
since they possess transporters and receptors such as ABCA1 and SR-BI, capable of 
removing FC at the membrane surface.(Denis et al., 2003; Pagler et al., 2006)  
 Also, it is likely that FC is found on the hepatic cell surface, especially with an 
impaired secretion of LCAT in the medium of HepG2 cells.(Koren et al., 1985) To 
rectify the situation, some proposed to: 1) increase SR-BI expression levels to increase 
hepatic uptake of cholesterol (Annema et al., 2012), 2) block ABCA1 activity in order 
to limit efflux back to plasma.(Yamamoto et al., 2011) Those strategies would be 
helpful in the study of the co-culture system by limiting the bidirectional movement of 
FC at the cell surface, thus facilitating a more unidirectional transport in the HepG2 
cells, which could lead to a significant accumulation of cholesterol in hepatic cells. 
Although effectors like probucol, a well-known molecule which inactivates ABCA1 
transporter function as an apoA-I-mediated cellular cholesterol release pathway from 
the plasma membrane (Wu et al., 2004), are commonly used to treat cells, none are 
available to stimulate SR-BI receptor in vitro. Also, the efficiency of those compounds 
may fade over a prolonged interval of time and nullify the desired effect. Other 
strategies such as cell transfection of hepatic cells with an adenoviral vector 
expressing SR-BI or the use of siRNA to interfere with expression of hepatocyte 
ABCA1 could offer more permanent and promising results than those observed with 
drugs. 
 Evidence of the opposite effects of SR-BI and ABCA1 on 3H-cholesterol uptake 
have already been shown, such as the inhibition of hepatic SR-BI (Zhang et al., 2005) 
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and stimulation of hepatic ABCA1 (Aravindhan et al., 2006) on hepatocytes, which 
shows a decrease of hepatic uptake of cholesterol, proving that the proposed 
arguments have potential to increase the RCT downstream steps.  
 
 In addition, although analysis of cholesterol influx in HepG2 cells in such a 
dynamic model is a difficult task, we were still able to determine a significant 
correlation between HDL-C levels in healthy volunteers and HepG2 influx counts. It 
will be interesting to see if a similar correlation can be obtained with coronary 
patients. We would expect a totally different tendency, probably a lower correlation, 
since correlation between cholesterol efflux of those individuals and HDL-C indicated 
a poor association due to a decrease in HDL functionality. Indeed, no significant 
difference in HDL-C levels was observed between control and coronary 
patients.(Linsel-Nitschke et al., 2009) But then again, less than 50% of influx counts is 
attributable to cholesterol efflux as seen in figure 18. As for the correlation seen 
between Lp(a) and influx counts in HepG2 cells (Figure 20D, p.162), two plausible 
hypotheses may be considered to explain this result. First, the level of Lp(a) in the 
serum of one of the healthy donor (donor 134) is very high and strongly influences the 
linear regression equation. This may result in a statistically significant correlation, 
when, in fact, no correlation is existent. Secondly, since Lp(a) is known to be a LDL-
like particle, some evidence suggests that the catabolism of this lipoprotein implicates 
the LDL receptor,(Armstrong et al., 1990) thus possibly enhancing cholesterol uptake 
from Lp(a) in the hepatocyte. Nonetheless, this shows the potential importance of 
hepatic cholesterol uptake as an underrated marker of HDL functionality. Drugs 
strategies or interventions to modulate hepatic cholesterol influx as well as those to 
increase cholesterol efflux are still needed.  
 
 Moreover, further optimization is still needed to improve RCT measurement in 
this new co-culture model. Indeed, our co-culture system presents some limitations. 
For instance, the measure of hepatic cholesterol influx left us none the wiser, 
especially with the experiment with LXR agonists (Figure 16, p.157). We need to find 
a way to decrease the variation that is observed for influx measurements. One way to 
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resolve this variability could be the use of lower human serum concentration, like 1 %. 
This would bring the human serum concentration used closer to the dose-response 
curve Kd (0.85 % HS), the concentration at which 50% of efflux is observed. Also, 
this could allow us to observe greater magnitude in variation of cholesterol efflux and 
higher serum-specific counts for influx values. (Figure 14, p.152) Another limitation 
of our model is that RCT models should also involve the measurement of the 
transintestinal cholesterol efflux (TICE) pathway, which can account for one third of 
cholesterol excretion in humans.(van der Velde et al., 2007) One way to include and 
study TICE pathway could be to replace HepG2 cells in transwells with Caco-2 cells, 
which when cultured under specific conditions, ressembles enterocytes lining the 
small intestine.(Hidalgo et al., 1989) Additionally, increasing the number of replicates 
for each experiments (Figure 15, p.154) and/or increasing the power of samples 
(Figure 18-20, p.160-162) may provide a better analysis of the modulation of 3H-
cholesterol efflux from J774 and hepatic influx in HepG2 cells. 
 
 Much more information must be acquired from our in vitro co-culture system to 
fully understand and better measure RCT parameters. Testing different cholesterol 
acceptors present in serum will allow us to gain more information on how each 
cholesterol acceptors affect the multi-step process of RCT. These useful informations 
will come in handy to understand patient’s serum capacities to promote RCT and also 
help identify biomarkers to better predict coronary events. In addition, studying other 
effectors, drugs that are known to modulate RCT pathway, will help validate the use of 
our in vitro system as a supplementary tool to currently used models of RCT and allow 
the screening of potential pharmaceutical HDL-based therapies. 
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SUPPLEMENTARY DATA 
Supplementary Table 1. Baseline characteristics of the 13 healthy men. 
Variables Healthy volunteers n=13 
Age, yrs 37.4 ± 10.4 
Race, n (%) 
Black: 8 (62) 
Caucasian: 5 (38) 
Sex men 
Calcium, mM 4.3 ± 1.1 
Glucose, mM 2.3 ± 0.1 
Cholesterol levels  
Total cholesterol, mM 4.5 ± 0.8 
HDL-cholesterol, mM 1.5 ± 0.4 
LDL-cholesterol, mM 2.5 ± 0.5 
Triglycerides, mM 1.0 ± 0.6 
Apolipoproteins   
Apolipoprotein A-I, g/L 1.7 ± 0.3 
Apolipoprotein B, g/L 0.8 ± 0.2 
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 Vu la présence de restrictions dans les modèles courants utilisés pour l’étude 
du TIC, nous avons tenté de réaliser un système cellulaire in vitro qui permettrait de 
préserver les avantages notés et de combler les points manquants de ces derniers 
afin d’obtenir une meilleure évaluation de l’effet de différents types d’accepteurs de 
cholestérol et/ou la modulation de traitements pharmacologiques sur le TIC, compte 
tenu de son rôle anti-athérogène.  
 
 Nous avons donc d’emblée conçu un premier système cellulaire in vitro par 
transfert. Celui-ci se base sur le transfert séquentiel d’un milieu radioactif qui a 
d’abord été conditionné par des macrophages de souris, les cellules J774, vers des 
cellules hépatiques humaines, les cellules HepG2 afin de suivre le transport des 
accepteurs de cholestérol marqués d’une cellule à l’autre. Ce système préliminaire 
contribue grandement à l’apport d’informations additionnelles soit le mouvement du 
cholestérol dans l’ensemble du TIC. Ceci diffère des modèles unicellulaires 
existants puisque ceux-ci focalisent généralement leur essai sur une étape précise du 
TIC.  
 
 Notre véritable système cellulaire in vitro adopte une disposition de culture 
particulière lors des essais du TIC, soit une co-culture entre les macrophages et les 
hépatocytes, permettant plutôt un échange simultané des accepteurs de cholestérol 
marqués entre les cellules. La pertinence du système préliminaire par transfert est 
validée par les informations complémentaires obtenues qui permettent la 
compréhension des observations tirées du modèle cellulaire in vitro de co-culture. 
En effet, les études préliminaires effectuées avec le système in vitro par transfert 
nous permettent d’analyser de manière claire et individuelle les différentes étapes du 
TIC, sans l’influence des produits sécrétés des deux types cellulaires l’un sur 
l’autre, c’est-à dire l’efflux de cholestérol et la captation hépatique de cholestérol 
comme étant des circuits fermés indépendants.  
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 Il faut d’abord mentionner que les masses de cholestérol radioactif impliquées 
dans les résultats d’efflux et d’influx hépatique, antérieurement présentés, ne 
représentent qu’une infime fraction du flux de masse du cholestérol se déroulant 
dans les deux systèmes. En effet, l’efflux de cholestérol radioactif à partir des 
macrophages est accompagné d’une sortie plus élevée de cholestérol non-marqué dû 
à l’accumulation de cholestérol cellulaire par le gorgement des cellules avec les 
LDLac. Cependant, certains ont préalablement démontré que la mesure de l’efflux 
du cholestérol avec un isotope radioactif corrèle positivement de manière 
significative avec la perte de masse de cholestérol cellulaire à partir de macrophages 
J774 spumeux.544 Ceci permet donc d’étudier la capacité de différents accepteurs de 
cholestérol à moduler le mouvement du cholestérol hors des cellules dans une 
situation où le macrophage est en condition de surcharge. De même pour l’influx 
hépatique, une contribution plus importante du cholestérol non-marqué est surement 
présente comparée par rapport à la captation du cholestérol marqué. Notre signal 
radioactif est donc dilué par le mouvement de cholestérol non-marqué qui 
l’accompagne. 
 
 L’efflux suivi de la captation hépatique de cholestérol, évalué par transfert, 
démontre dans nos essais une « déconnection »au niveau du TIC entre la sortie de 
cholestérol de macrophages enrichis et les voies d’entrée dans les cellules 
hépatiques. De fait, nous avons observé une absence de proportionnalité des masses 
de cholestérol entre les deux paramètres du TIC. (Figure 6, p.116) En effet, malgré 
la présence de plus d’accepteurs pour l’efflux de cholestérol lorsque les 
macrophages sont exposés à une concentration de sérum humain croissante, une 
saturation rapide des cpm est observée au niveau de la captation de cholestérol par 
les cellules HepG2. Cet effet est aussi observable dans le cas où les cellules J774 
ont été traitées à l’AMPc.  
 
 Au moins trois hypothèses pourraient expliquer ce phénomène. La première 
hypothèse repose sur une captation hépatique du cholestérol limitée. En effet, il est 
possible que la capacité des particules HDL (ou les transporteurs impliqués dans le 
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sérum complet) à emmagasiner du cholestérol ait été compromise, soit par une 
diminution des transferts de cholestérol vers d’autres lipoprotéines plasmatiques par 
le biais de la CETP, par exemple, ou par une diminution ou limitation de 
l’estérification du cholestérol efflué par la LCAT.545 Ceci pourrait être supporté en 
effet par la dilution de 10 à 50 fois du sérum humain lors de nos essais 
expérimentaux, ce qui entrainerait une baisse de l’activité et la fonction de ces 
enzymes modulatrices des lipoprotéines. Cependant, dans le cas échéant où une 
dilution de ces protéines plasmatiques serait observée, on pourrait malgré tout noter 
une hausse de la captation hépatique puisque, premièrement, une voie directe, ne 
nécessitant pas l’intervention de la CETP, est possible afin d’acheminer le 
cholestérol au foie et, deuxièmement, l’absence d’estérification du cholestérol 
n’empêche pas ce dernier, sous sa forme libre, d’être capté par les cellules 
hépatiques d’où les nombreux débats soulevés sur l’implication de la LCAT dans le 
TIC.297,546  
 
 Une deuxième hypothèse permet d’envisager un retour du cholestérol marqué, 
capté par les cellules hépatocytes HepG2, vers le milieu par des voies d’efflux et de 
sécrétion. Si la concentration d’accepteurs de cholestérol est plus grande dans le 
milieu et que le cholestérol capté par les hépatocytes n’a pas eu le temps d’être 
estérifié et d’être amené vers des pools intracellulaires, celui-ci peut entamer de 
nouveau un cycle d’efflux via les transporteurs et les récepteurs à la surface 
cellulaire hépatique, jusqu’à ce qu’un équilibre soit créé durant le temps utilisé pour 
l’essai de co-culture. 
 
 La troisième hypothèse nous incite à regarder l’activité spécifique du système 
in vitro. Une diminution de l’activité spécifique est apparente au niveau de l’efflux 
lorsqu’on augmente la concentration de sérum humain, ce qui influence grandement 
l’influx de 3H-cholestérol dans les cellules hépatiques. En effet, pour une 
concentration d’accepteurs de cholestérol 5 fois plus élevée dans le milieu entre la 
condition à 2 % et 10 % (Figure 6, p.116), on n’obtient pas la même proportion de 
sortie du cholestérol (efflux) des macrophages et d’entrée (influx) dans les 
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hépatocytes. On note plutôt une augmentation 1,6 fois de l’efflux et 1,1 fois de la 
captation hépatique, une fois l’efflux et l’influx basal soustraits. Ceci résulte 
sûrement d’une élimination additionnelle de cholestérol non-marqué des cellules 
hépatiques. La participation active que joue les cellules du foie dans la synthèse du 
cholestérol peut expliquer cette réduction.547 Les hépatocytes peuvent fournir du 
cholestérol au milieu, au même titre que les tissus extra-hépatiques (macrophages), 
en sécrétant des lipoprotéines nouvellement synthétisées, ce qui dilue le pool de 
cholestérol associé aux lipoprotéines marquées et pourrait compromettre le TIC 
dans notre système. Cela introduit une compétition entre le cholestérol non marqué 
et marqué pour la captation hépatique.  
 
 Pour améliorer le niveau d’activité spécifique dans le système in vitro, il serait 
intéressant de pré-traiter les cellules HepG2 avec un inhibiteur de la HMG-CoA 
réductase, l’enzyme limitante de la synthèse du cholestérol. Le traitement aux 
statines est la thérapie la plus couramment utilisée et la plus efficace pour diminuer 
les niveaux de LDL-C chez les patients atteints de MCV.548 En effet, la classe de 
statines qui inclut entre autres les composés atorvastatine, simvastatine et 
lovastatine, permettrait de mettre un frein à la biosynthèse du cholestérol dans les 
cellules hépatiques en diminuant l’assemblage et la sécrétion de lipoprotéines 
contenant l’apoB. Il a déjà été démontré que les cellules HepG2 traitées à 
l’atorvastatine réduisaient de 30 % de la sécrétion d’apoB.549 De plus, une inhibition 
de l’HMG-CoA réductase peut aussi supprimer la dilution du cholestérol marqué 
dans les stérols nouvellement synthétisés par les cellules hépatiques, qui diminue 
son activité spécifique.550 Cependant, l’utilisation d’inhibiteurs de la HMG-CoA 
réductase peut aussi entraîner la sécrétion d’apoA-I et de particules HDL naissantes 
dans le milieu par les cellules HepG2. En effet, certains chercheurs ont démontré 
qu’un traitement des cellules hépatiques HepG2 avec 10 M de simvastatine 
augmente de 49% et de 27% respectivement, la sécrétion d’apoA-I et de particules 




 En jumelant les deux dernières hypothèses soulevées, il serait intéressant de 
combiner des interventions limitant les voies d’efflux hépatique ainsi que le 
traitement avec des inhibiteurs de la HMG-CoA réductase pour tenter d’expliquer la 
déconnection entre l’efflux des macrophages et l’influx dans les cellules HepG2. En 
effet, le traitement des hépatocytes avec les statines génère des accepteurs de 
cholestérol, tel que mentionné ci-haut, susceptible de stimuler un efflux de 
cholestérol cellulaire. Une combinaison de ce traitement avec une intervention 
ciblant la diminution de l’expression du transporteur ABCA1 hépatique nous 
permettrait de limiter cette sortie et possiblement de noter un mouvement de 
cholestérol unidirectionnel dans les hépatocytes. 
 
 Par ailleurs, le système in vitro de transfert semble démontrer que la majorité 
du processus d’efflux et de captation hépatique dans le sérum humain passe par la 
contribution des particules HDL, puisqu’à masse équivalente en protéines, les HDL 
isolées donnent des pourcentages d’efflux et d’influx similaires.(Figure 7, p 120) En 
effet, ces particules possèdent une concentration plasmatique élevée545 les rendant 
les accepteurs de cholestérol les plus abondants dans le plasma et les plus 
susceptibles à participer au TIC. De plus, l’hétérogénéité des particules HDL permet 
à celles-ci d’être les substrats de plusieurs transporteurs et récepteurs membranaires 
connus pour favoriser la sortie du cholestérol des tissus périphériques.144,155,170 
Cependant, une évaluation du TIC dans notre système préliminaire avec un spectre 
plus élaboré de lipoprotéines retrouvées dans le sérum humain complet, comme les 
particules LDL, serait nécessaire afin de valider les résultats obtenus. De plus, une 
limite existe quant à la provenance des HDL isolées puisqu’elles ne sont pas isolées 
du même échantillon que le sérum humain. 
 
 L’élaboration du système de co-culture in vitro a suscité l’évaluation de 
plusieurs critères préalables afin de rendre fonctionnel un modèle d’étude du TIC. 
En effet, des tests ont été effectués sur la confluence cellulaire et les caractéristiques 
physiques nécessaires pour la membrane des chambres de Boyden utilisés pour la 
co-culture. Un premier objectif était de déterminer la confluence cellulaire 
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appropriée sur la membrane de l’insert pour optimiser la captation hépatique de 
notre système. Nous avons choisi d’évaluer la confluence cellulaire par une 
coloration et une quantification des cellules hépatiques sur la membrane. La 
coloration nous permet de contraster les cellules HepG2 par rapport à la membrane 
afin de visualiser l’espacement des cellules sur la membrane et d’évaluer celle-ci 
par ImagePro 7,0. Or, une meilleure manière d’évaluer la confluence cellulaire 
nécessaire pour la captation hépatique aurait été de faire des essais de transport de 
3H-cholestérol dans des systèmes de co-culture ensemencés de différentes 
concentrations cellulaires sur la membrane de l’insert. Ce faisant, une relation entre 
la confluence cellulaire et la captation hépatique de cholestérol aurait pu être établie.  
 
 De plus, nous voulions nous assurer que le matériel et la porosité de la 
membrane de l’insert choisi influencent peu l’évaluation du TIC dans le système en 
co-culture, en réduisant l’adsorption du cholestérol sur l’insert et en limitant la 
rétention de cholestérol dans les pores de la membrane. Nous avons donc opté pour 
des inserts ayant des membranes faites en polyester et des pores de 3,0 m. En effet, 
nous désirions premièrement éviter le passage des cellules au travers de la 
membrane, ce qui peut se produire avec l’utilisation de pores au-delà de 3,0 m. 
Ensuite, nous avons constaté qu’aucun revêtement de la membrane avec les 
molécules utilisés lors de nos essais n’améliorait l’adsorption et le résidu de 3H-
cholestérol sur la membrane. (Figure 10, p.128-129)  
 
 De plus, aucun matériel et tailles de pores n’a apporté d’effets bénéfiques 
significatifs quant à l’adsorption et au résidu de 3H-cholestérol sur la membrane. 
(Figure 11, p.133-134). Le choix d’utiliser des membranes en polyester (PE) repose 
aussi sur leurs propriétés optimales d’adhésion et de croissance cellulaire. Ces 
dernières offrent aussi une meilleure visibilité des cellules sur la membrane et 
permettent l’analyse de la viabilité et la formation d’une monocouche cellulaire par 
rapport à l’utilisation de membranes faites en polycarbonate (PC). (Tableau II.) En 
plus, si l’on désire faire l’extraction lipidique afin de déterminer les formes de 
cholestérol présentes des cellules HepG2 sur la membrane, les membranes en PE 
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exhibent une meilleure résistance chimique. En outre, la densité des pores peut 
influer sur l’emprisonnement de 3H-cholestérol non spécifique. L’utilisation de 
membranes ayant des pores inférieurs à 3,0 m a été rejetée vu une densité de pores 
2 à 50 fois plus élevée que celle sur des membranes ayant des pores de 3,0 m. 
(Tableau II, p.137)  
 
 L’utilisation du système de co-culture a apporté certaines préoccupations 
quant à l’évaluation de la captation hépatique du cholestérol. En effet, lorsqu’on le 
compare à notre système de transfert in vitro préliminaire qui nous permet d’évaluer 
l’influx de cholestérol de manière isolée dans les cellules HepG2, on note une 
diminution d’environ 7 fois des comptes spécifiques au sérum avec le système de 
co-culture.  
 
 Nous avons réalisé en faisant l’analyse de nos expériences qu’une diminution 
de 3,4 fois des cpm dans le système de co-culture par rapport au système par 
transfert peut être attribuable aux surfaces différentes sur lequelles la culture des 
cellules HepG2 est effectuée. En effet, les cellules hépatiques dans notre système in 
vitro par transfert sont mises en culture dans des plaques de 12 puits ayant une 
surface de 3,8 cm2 par puits tandis que la surface de la membrane de l’insert se situe 
à 1,12 cm2, ce qui peut impliquer une diminution du nombre de cellules HepG2 
susceptibles d’effectuer la captation de cholestérol dans les essais de transport du 
3H-cholestérol et une diminution de l’expression de récepteurs engagée dans le 
captation hépatique de cholestérol. Aucune chambre de Boyden ayant des surfaces 
de culture plus grande n’existe pour la taille de puits désirée afin d’améliorer la 
captation hépatique ce qui nous contraint à cette diminution d’un facteur de 3,4.  
 
 De plus, comme mentionné précédemment, les capacités d’efflux des cellules 
hépatiques peuvent entrer, une fois de plus, en compte. Un marquage des cellules 
HepG2 avec un isotope radioactif différent comme le 14C pourrait nous confirmer 
s’il y a présence de sécrétion significative de cholestérol hors des cellules, en plus 
de la quantification et de la localisation du cholestérol sécrété (accumulation dans le 
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milieu et/ou retour vers les cellules J774). Il nous serait par le même biais possible 
d’évaluer la proportion de traceur radioactif dans les différentes formes de 
cholestérol (CL, CE). 
 
 Par ailleurs, nous avons aussi réalisé que la diminution restante de 3,9 fois, 
séparant les cpm spécifiques au sérum dans le système par transfert et le système de 
co-culture, peut être expliqué par un maintien des cpm dans les cellules hépatiques 
du système de co-culture lors de la condition sans accepteurs (DMEM seul) par 
rapport aux cpm attendus après correction du facteur de surface de culture 
(mentionné ci-haut) dans le système par transfert. En effet, la diminution des cpm 
apportée par la surface de culture ne semble pas s’appliquer aux cpm dans les 
cellules HepG2 exposées au DMEM seul du système de co-culture. Donc les cpm 
dans les cellules HepG2 dans la condition dite « basale » ne diminuent pas de 3,4 
fois, et les cpm demeurent similaires à ceux observés par le système par transfert.  
 
 Ceci suscite des interrogations quant au choix de notre contrôle négatif lors 
des essais de transport du 3H-cholestérol. Sa participation est importante pour établir 
la captation hépatique spécifique au sérum. Une hypothèse pourrait peut-être 
expliquer cette captation hépatique de cholestérol substantielle que l’on observe 
dans un milieu auquel des accepteurs de cholestérol n’ont pas été ajoutés. Les 
cellules HepG2 sécrètent certainement de l’apoA-I et de l’apoE440,552 dans notre 
milieu de co-culture. Ces accepteurs de cholestérol pourraient alors contribuer à 
stimuler l’efflux de cholestérol par les cellules J774 et générer une captation 
hépatique spécifique par SR-BI. De plus, la sécrétion hépatique de lipoprotéines 
contenant l’apoB553 peut aussi contribuer à augmenter la captation hépatique dans le 
DMEM seul en participant à des échanges par la CETP avec des lipoprotéines 
contenant l’apoA-I, afin d’être éliminé par le rLDL. Ce dernier augmente de plus 
belle l’élimination hépatique de ces lipoprotéines puisqu’il a été démontré que la 
transcription du gène du rLDL est augmentée considérablement dans les cellules en 
absence de stérols dans le milieu de culture.554 Notre vision du transport de 
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cholestérol en milieu sans accepteurs, soit un transport par diffusion aqueuse, était 
peut-être un peu simpliste. 
 
 Ainsi, le DMEM sans accepteurs n’est peut être pas le meilleur contrôle 
puisqu’il ne reflète pas de manière exacte la situation basale recherchée. En effet, il 
serait peut être préférable d’utiliser un milieu additionné de sérum déplété en 
lipoprotéines (LPDS), ce qui nous permettrait d’avoir les protéines plasmatiques qui 
peuvent peut-être avoir un rôle dans la captation hépatique du cholestérol. 
 
 Un élément additionnel de réponse pour tenter d’expliquer cette baisse de 
captation hépatique est la relation spécifique à l’espèce dans notre système qui serait 
masquée dans notre système in vitro par transfert vu une superficie plus grande que 
celle observée dans le système de co-culture. En effet, l’interaction des accepteurs 
de cholestérol provenant du sérum humain avec les transporteurs et récepteurs 
impliquées dans le métabolisme du cholestérol chez des macrophages spumeux de 
souris peut amener une variabilité lors de la mesure des paramètres du TIC en lien 
avec l’affinité des transporteurs et récepteurs similaires chez l’humain. (Affinité de 
l’apoA-I humaine avec la protéine ABCA1 de souris, par exemple) Cette différence 
inter-espèce peut donc amener un certain obstacle et peut influencer la captation 
hépatique faite par les cellules hépatiques humaines. C’est pourquoi l’élaboration 
d’un système de co-culture in vitro complètement humanisée permettrait une 
analyse plus juste du TIC. 
 
 Bien que plusieurs questions demandent d’être étudiées plus en profondeur 
quant à la fonctionnalité du système de co-culture, notre système de co-culture tente 
de contrecarrer les lacunes perçues dans les modèles in vitro et in vivo couramment 
utilisés pour le TIC. En effet, notre système de co-culture a permis de déterminer la 
contribution considérable des particules HDL dans les paramètres initiaux et finaux 
du TIC. De plus, les résultats obtenus en co-culture ont été validés dans notre 
système préliminaire par transfert. Ceci supporte davantage la recherche et 
l’élaboration d’outils permettant d’étudier les nombreuses étapes du TIC, qui 
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pourraient devenir de bons biomarqueurs de l’athérosclérose ou du risque CV. En 
effet, l’unique observation des niveaux de HDL-C chez des patients n’est pas un 
indice suffisant afin d’entrevoir le développement de l’athérosclérose. La capacité 
des HDL à extraire le cholestérol des tissus périphériques et à l’acheminer vers une 
excrétion biliaire semble un bien meilleur indicateur. De plus, un système de co-
culture comme le nôtre peut aussi permettre l’étude de plusieurs composés ou 
thérapies pharmacologiques capables d’avoir des effets bénéfiques sur le TIC, en 
plus de permettre l’évaluation de la susceptibilité d’un patient à développer des 
MCAS en étudiant la capacité de son sérum à promouvoir le TIC.  
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